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Στην παρούσα μεταπτυχιακή διπλωματική εργασία, μελετήθηκε η εποχική 
ποικιλότητα των μικροσκοπικών ευκαρυωτών, στην υδάτινη στήλη της λίμνης Κάρλα. 
Η οικολογική διαδοχή των βιοκοινοτήτων της διακόπηκε λόγω της αποξήρανσης της το 
1962 και επανεκκινήθηκε τεχνητά τα τελευταία χρόνια, που βρίσκεται υπό καθεστώς 
πλήρωσης. Ο προσδιορισμός της ποικιλότητας έγινε μέσω μοριακών τεχνικών, που 
βασίζονται στη δημιουργία βιβλιοθηκών του φυλογενετικού γονιδίου 18S rRNA, από 
δείγματα νερού που συλλέχθηκαν κατά τους μήνες Μάιο, Αύγουστο και Νοέμβριο 
2010. 
Ένα σύνολο από 72, 6 και 54 αλληλουχιών που ανακτήθηκαν από τις 
βιβλιοθήκες, αναλύθηκαν και ομαδοποιήθηκαν με κριτήριο ομοιότητας ≥ 98% σε 24, 5 
και 12 φυλότυπους, αντίστοιχα. Η αφθονία φυλοτύπων, που παρατηρήθηκε στις 
βιβλιοθήκες του Μαΐου (KRL03E) και του Νοεμβρίου (KRL09E) ήταν υψηλή σε 
αντίθεση με την βιβλιοθήκη του Αυγούστου (KRL06E). Τα φυλογενετικά δέντρα που 
απεικονίζουν την εξελικτική σχέση των φυλοτύπων αυτών, κατασκευάστηκαν με τη 
χρήση των αλληλουχιών του φυλογενετικού γονιδίου 18S rRNA των τριών 
βιβλιοθηκών και των αλληλουχιών των πλησιέστερων συγγενών τους. 
 Οι φυλότυποι ομαδοποιήθηκαν σε οκτώ ταξινομικές ομάδες: Cercozoa, 
Alveolata, Chlorophyta, Fungi, Stramenopiles, Mesomycetazoa, Cryptophyta, 
Copepoda. Το Μάιο κυριαρχούσαν τα Fungi (6/24 φυλότυπους, 25/72 αλληλουχίες), με 
τα Chlorophyta (6/24 φυλότυπους, 24/72 αλληλουχίες) να ακολουθούν. Τα 
αποτελέσματα από το δείγμα του Αυγούστου, υποδηλώνουν μία χαμηλή αφθονία των 
ευκαρυωτών, που αποτελούνται πρωτίστως από Fungi (2/5 φυλότυπους, 2/6 
αλληλουχίες) και Stramenopiles (1/5 φυλότυπους, 2/5 αλληλουχίες). Η τελευταία 
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ταξινομική ομάδα, κυριαρχούσε (5/12 φυλοτύπους, 29/54 αλληλουχίες) και το 
φθινόπωρο (βιβλιοθήκη Νοεμβρίου), με τα Alveolata (3/12 φυλτύπους, 13/54 
αλληλουχίες) να αποτελούν τη δεύτερη κυρίαρχη.  
 Μέσα από τα αποτελέσματα της παρούσας εργασίας και τα αποτελέσματα της 
μοριακής ποικιλότητας των ευκαρυωτών στη λίμνη Κάρλα, για τους μήνες Μάρτιο και 
Απρίλιο 2010, που παρουσιάζονται σε άλλες εργασίες, η εποχική ποικιλότητά των τους, 
φαίνεται να ακολουθεί το τυπικό πρότυπο που παρατηρείται και σε άλλες ρηχές 
εύτροφες λίμνες. Τα Chlorophyta κυριαρχούσαν την άνοιξη, το καλοκαίρι υπύρχε 
χαμηλή αφθονία του  γονιδίου 18S rRNA, που πιθανόν ευθύνεται στην άνθιση των 
Cyanobacteria, ενώ τα Stramenopiles κυριαρχούν το φθινόπωρο που η θερμοκρασία της 
λίμνης επανέρχεται σε χαμηλότερα επίπεδα. Η μεγάλη αφθονία των Cercozoa στην 
αρχή της άνοιξης (βιβλιοθήκη Μαρτίου) και των Fungi στις βιβλιοθήκες του Μαΐου και 
του Νοεμβρίου, οφείλεται στην κυριαρχία των Chlorophyta και των Stramenopiles, στα 
είδη των οποίων πιθανών παρασιτούν.  
Τα είδη που βρέθηκαν να σχετίζονται με τους φυλοτύπους που ανακτήθηκαν 
από τα δείγματα, απομονώθηκαν από ποικίλα περιβάλλοντα, που περιλαμβάνουν 
ολιγότροφες λίμνες, μέχρι υγρά αποβλήτων. Αρκετά από αυτά τα είδη αποτελούν 
παράσιτα φυκών, σπονδυλωτών και ασπόνδυλων (Cryothecomonas longipes, 
Lagenidium caudatum). Είδη που ανήκουν στην ταξινομική ομάδα Alveolata 
(Pseudopfiesteria shumwayae, Pfiesteria piscicida), φαίνεται να παράγουν ιχθυοτοξίνες 
και να συνδέονται με μαζικούς θανάτους ψαριών και ανθρώπινων ασθενειών. 
Φυλότυποι που ανήκουν στα Fungi, ταξινομήθηκαν κοντά στον κλάδο 
Chytridiomycota, που αποτελούν παράσιτα των μικροφυκών και των κυανοβακτηρίων. 
Επίσης, βρεθήκαν φυλότυποι που φαίνεται να ανήκουν στην ταξινομική ομάδα 
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Mesomycetazoa (Icthyophonida fragrantissima, Anurofeca richardsi), τα είδη της 
οποίας αποτελούν παράσιτα ψαριών, καρκινοειδών και αμφίβιων. Οι υψηλές 
θερμοκρασίες που καταγράφηκαν κατά τις δειγματοληψίες, πρέπει να σχετίζονται με το 
μικρό βάθος και την έκταση της λίμνης, ενώ η υψηλή αλατότητα την καθιστά ευνοϊκό 
περιβάλλον για την ανάπτυξη θαλάσσιων ειδών, όπως το Chaetoceros gracilis. 
Συμπερασματικά, θα πρέπει να αναφερθεί ότι αυτό το νεοσχηματιζόμενο, ασταθές και 
ταυτοχρόνως μοναδικό οικοσύστημα, κατά τους μήνες που μελετήθηκε και 
σχολιάστηκε στην παρούσα εργασία, με βάση τους φυλοτύπους που ανακτήθηκαν, 
φαίνεται να είναι εύτροφο, με δείγματα τοξικότητας .  
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ  
 Οι εποχικές αλλαγές των περιβαλλοντικών συνθηκών, είναι ένα συνηθισμένο 
φαινόμενο στη φύση, που περιλαμβάνει τόσο ποσοτικές, όσο και ποιοτικές 
διακυμάνσεις (Schmitt & Holbrook 1986, Hu & Tessier 1995). Οι ρηχές λίμνες, ως 
συνέπεια του μικρού τους όγκου και του συχνά ασταθή υδρολογικού ισοζυγίου τους, 
επηρεάζονται πιο εύκολα από αυτές (Padisak 2003), αλλά και από την φόρτιση 
θρεπτικών συστατικών (Mischke & Nixdorf 2003, Elliott et al. 2006). Λόγω της χρήσης 
τους ως δεξαμενές πόσιμου νερού, για άρδευση και ως χώροι αναψυχής, χρήζουν 
μεγάλης κοινωνιο-οικονομικής σημασίας, και απαιτούν περισσότερη επιστημονική 
έρευνα (Padisak & Reynolds 2003). Άλλωστε, παγκοσμίως υπάρχουν περισσότερες 
ρηχές λίμνες, ενώ το 70% των λιμνών στην Ελλάδα συγκαταλέγεται μέσα σε αυτές 
(Coops et al. 2003). Οι αλλαγές που παρατηρούνται σε αυτά τα οικοσυστήματα, 
επηρεάζουν την ανάπτυξη των ειδών που διαβιούν σε αυτά και κατά συνέπεια τη 
σύνθεση των κοινοτήτων τους (DuBowy 1988, DeAngelis et al. 2009). Στην περίπτωση 
των φυτοπλαγκτικών ειδών, ένα μοναδικό, επαναλαμβανόμενο φαινόμενο, που 
ακολουθεί αυτές τις περιβαλλοντικές μεταβολές, είναι οι εποχικές αλλαγές που 
παρουσιάζουν (Kivrak 2006) και διαπιστώθηκαν για πρώτη φορά από τον Pearsall 
(1930). Έκτοτε, έχουν πραγματοποιηθεί ποικίλες μελέτες, με στόχο την εύρεση των 
αιτιών αυτών των μεταβολών. Οι θεωρίες ισορροπίας (μεταβολή ανεξάρτητη από τις 
περιβαλλοντικές διακυμάνσεις), προβλέπουν ότι κατά τον ανταγωνισμό των ειδών τα 
αρμοστικότερα είδη κυριαρχούν και προκαλούν τον αποκλεισμό όλων των άλλων 
(Hardin 1960). Ωστόσο, ο Hutchinson (1961) στη θεωρία του για το «Παράδοξο του 
πλαγκτού», αναφέρει ότι πολλά είδη συνυπάρχουν χωρίς ανταγωνιστικό αποκλεισμό.  
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1.1. Παράγοντες που επηρεάζουν τις εποχικές μεταβολές των φυτοπλακτικών 
οργανισμών σε λιμναία οικοσυστήματα 
 
 Οι παράγοντες που ρυθμίζουν τις εποχικές μεταβολές των φυτοπλαγκτικών 
οργανισμών, είναι πολλοί και πολύπλοκοι. Πέρα από τους περιβαλλοντικούς 
παράγοντες (φωτεινή ένταση, θερμοκρασία κ.α.) και τη διαθεσιμότητα των θρεπτικών 
στοιχείων (Mischke & Nixdorf 2003, Elliott et al. 2006), φαίνεται να υπάρχουν και 
άλλοι, όπως η θήρευση και ο παρασιτισμός (Nixdorf et al. 2003), καθώς και η 
συχνότητα και η ποσότητα της παροχής νερού που επηρεάζουν την στάθμη της λίμνης 
(Padisak 2003).    
 Τα θρεπτικά στοιχεία, που φαίνεται να αποτελούν τους περιοριστικούς 
παράγοντες ανάπτυξης των φυκών, είναι ο άνθρακας, το άζωτο και ο φώσφορος 
(Owens & Esaias 1976), ενώ η ανάπτυξη των διατόμων εξαρτάται από τη 
διαθεσιμότητα πυριτίου (Lund 1950). Όσον αφορά τη στάθμη του νερού, στις ρηχές 
λίμνες κατά τους καλοκαιρινούς μήνες, η χαμηλή στάθμη σε συνδυασμό με τις υψηλές 
θερμοκρασίες μπορεί να αποβεί καταστροφική για τους υδρόβιους φυτικούς 
οργανισμούς  (Coops et al. 2003). 
  
1.2. PEG model (Phytoplankton Egology Group) 
Οι Sommer et al. (1986) σε μια προσπάθεια τους να προσδιορίσουν τις εποχικές 
μεταβολές των πλαγκτικών οργανισμών, πρότειναν ένα μοντέλο (PEG model) που 
περιγράφει βήμα – βήμα τις αλληλεπιδράσεις μεταξύ των οργανισμών αυτών για 
εύκρατες λίμνες. Ωστόσο, το μοντέλο αυτό δεν περιελάμβανε τους αυτότροφους 
οργανισμούς που ανήκουν στο πικοπλαγκτό (Ernst et al. 1999). Σύμφωνα με το 
πρότυπο αυτό: 
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 Κατά το τέλος του χειμώνα, η μεγάλη διαθεσιμότητα θρεπτικών συστατικών 
σε συνδυασμό με την αύξηση της φωτεινής έντασης, οδηγούν σε ταχεία 
αύξηση του φυτοπλαγκτού. Τα είδη που κυριαρχούν σε αυτό το στάδιο είναι 
μικρά σε μέγεθος και διαθέτουν γρήγορους ρυθμούς αύξησης (π.χ. 
Stramenopiles).  
 Στη συνέχεια αυτά τα είδη καταναλώνονται από το ζωοπλαγκτό, τα είδη του 
οποίου κυριαρχούν σε αυτό το στάδιο.  
 Την άνοιξη παρατηρείται μία διαυγής φάση, που οφείλεται στη θήρευσή του 
φυτοπλαγκτού από τους ζωοπλαγκτικούς οργανισμούς.  
 Οι οργανισμοί αυτοί κατά τους καλοκαιρινούς μήνες μειώνονται, λόγω της 
περιορισμένης διαθεσιμότητας τροφής και εξαιτίας της θήρευσής τους από τα 
νεαρά ψάρια, οδηγώντας στη μείωση της αφθονίας τους. Η μείωση αυτή, σε 
συνεργασία με την αυξημένη διαθεσιμότητα θρεπτικών συστατικών, 
παρέχουν πλεονέκτημα στους φυτοπλαγκτικούς οργανισμούς, που 
αναπτύσσουν μια ποικιλόμορφη κοινότητα.  
 Καθώς το καλοκαίρι συνεχίζεται, τα θρεπτικά στοιχεία αρχίζουν να 
εξαντλούνται με την ακόλουθη σειρά: φώσφορος, πυρίτιο και άζωτο, με τα 
είδη που αποτελούν το φυτοπλαγκτό να αλλάζουν, ανάλογα με τη βιολογική 
τους ανάγκη σε αυτά.  
 Το ζωοπλαγκτό σε αυτό το στάδιο αποτελείται από είδη μικρού μεγέθους, σε 
αντίθεση με το φθινόπωρο. Αυτό οφείλεται στην περιορισμένη θήρευση από 
τα ψάρια, λόγω των χαμηλών θερμοκρασιών.  
 Οι χαμηλές θερμοκρασίες που συνεχίζονται το χειμώνα, σε συνδυασμό με τη 
μείωση της φωτεινής έντασης, έχουν σαν αποτέλεσμα τη μείωση των 
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πληθυσμών του φυτοπλαγκτού. Επίσης μειώνεται η αναπαραγωγή αλλά και η 
θήρευση των ζωοπλαγκτικών ειδών. 
 
1.3. Ποικιλότητα των φυτοπλαγκτικών ειδών κατά τις εποχικές μεταβολές   
 Η ιδέα του διαχωρισμού των φυτοπλαγκτικών ειδών σε κατηγορίες ανάλογα με 
τις απαιτήσεις τους προς αύξηση, προήλθε από τον Hutchinson (1967). Ωστόσο, η 
πρώτη προσπάθεια, έγινε από τον Reynolds (1980) που επινόησε ένα σύστημα 
ταξινόμησης των πλαγκτικών φυκών, με βάση την ευαισθησία τους στις 
περιβαλλοντικές αλλαγές, εμπνευσμένο από τις μεθόδους των Tuxen και Braun – 
Blanquet (Tüxen 1995, Braun – Blanquet 1964). Στις 14 κατηγορίες που 
δημιουργήθηκαν αρχικά από τον Reynolds (1980), επισημάνθηκαν διάφορες αλλαγές 
και η λίστα των ειδών έφτασε τις 31 καταχωρήσεις το 2002, διατηρώντας όμως τους 
λόγους της εποχικής ποικιλότητας τους (Reynolds et al. 2002). Οι κατηγορίες αυτές 
αναφέρουν τα είδη που κυριαρχούν ανά εποχή σε διάφορους τύπους λημνών (ρηχές, με 
μεγάλα βάθη, ολιγότροφες, μεσότροφες, εύτροφες, υπερεύτροφες). Μέσα από αυτές, 
φαίνεται ότι καθώς τα περιβαλλοντικά χαρακτηριστικά μεταβάλλονται με την εποχή, το 
ίδιο συμβαίνει και με τα φύκη, υποδηλώνοντας την ύπαρξη διαφόρων προσαρμοστικών 
εξειδικεύσεων μεταξύ αυτών των ειδών (Reynolds 1984). Εν συντομία, ο Reynolds 
(1984) παρατήρησε ότι: 
 Στις ολιγότροφες λίμνες, παρουσιάζεται μία σημαντική αύξηση της βιομάζας, 
το καλοκαίρι ή αρχές φθινοπώρου. Κατά την εαρινή περίοδο κυριαρχούν 
ακτινικά κεντρικά διάτομα (centric diatoms), ενώ κατά τους καλοκαιρινούς 
μήνες δινομαστιγωτά. 
  Στις μεσότροφες λιμνές, παρουσιάζεται μεγαλύτερη αύξηση βιομάζας στα 
τέλη της άνοιξης. Κατά την εαρινή περίοδο κυριαρχούν τα διάτομα, ενώ 
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αυξημένη βιομάζα παρουσιάζουν και χλωρόφυτα, χρυσομονάδες καθώς και 
κρυπτομονάδες. Στο τέλος της άνοιξης – αρχές καλοκαιριού, κυριαρχούν τα 
χρυσοφύκη ή τα χλωροφύκη που δημιουργούν αποικίες. Κατά τη διάρκεια 
του καλοκαιριού κυριαρχούν τα διάτομα, ενώ εμφανής είναι και η παρουσία 
δινομαστιγωτών και κυανοβακτηρίων. 
 Στις εύτροφες λίμνες, παρουσιάζονται δύο μεγάλες αυξήσεις της βιομάζας 
του φυτοπλαγκτού. Η μία παρατηρείται κατά την εαρινή περίοδο (Μάρτιο – 
Ιούνιο), όπου κυριαρχούν τα διάτομα (με τα κρυπτόφυτα να αποτελούν την 
δεύτερη σε κυριαρχία ταξινομική ομάδα) και η δεύτερη κατά την 
καλοκαιρινή περίοδο από δινομαστιγωτά και κυανοβακτήρια. Το φθινόπωρο 
παρατηρείται ξανά κυριαρχία των διατόμων.  
 Στις υπερεύτροφες λίμνες τα διάτομα, τα ευγληνόφυτα καθώς και μερικά είδη 
χλωροφυκών κυριαρχούν κατά την εαρινή περίοδο, ενώ στη συνέχεια 
επικρατούν τα κυανοβακτήρια. 
 
1.3.1. Μέθοδοι προσδιορισμού της ποιοτικής και ποσοτικής σύστασης των 
μικροοργανισμών  
Οι μέθοδοι που χρησιμοποιούνται για τον προσδιορισμό της ποιοτικής και 
ποσοτικής σύστασης των μικροοργανισμών, παρέχουν είτε ταξινομικές ή λειτουργικές 
πληροφορίες. Μόνο όσες βασίζονται σε μοριακές τεχνικές μπορούν να παρέχουν και τις 
δύο.   
 Ηλεκτρονική μικροσκοπία  
Το ηλεκτρονικό μικροσκόπιο έχει αποτελέσει πολύτιμο εργαλείο για την 
καταμέτρηση περιβαλλοντικών δειγμάτων, ωστόσο εξωτερικές δομές συνήθως 
απουσιάζουν ή αλλοιώνονται κατά τη διάρκεια της δειγματοληψίας – συντήρησης – 
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εξέτασης (Caron et al. 1999), ενώ διαφορετικά είδη συχνά έχουν ίδια μορφολογικά 
χαρακτηριστικά (Hillis & Wiens 2000).  
 
 Καλλιέργειες εμπλουτισμού 
Η μέτρηση της μικροβιακής ποικιλότητας μέσω της ανάπτυξης τους σε 
καλλιέργειες εμπλουτισμού, δίνει στελέχη μικροοργανισμών για λεπτομερείς 
ελεγχόμενες εργαστηριακές μελέτες. Όμως υπάρχει πιθανότητα αλλοίωσης της 
ποικιλότητας, υπερεκτιμώντας μικροοργανισμούς που δεν είναι άφθονοι στο υπό 
μελέτη περιβάλλον (Amann et al. 1995, Lim et al. 1999). Επίσης για την επιτυχία μιας 
καλλιέργειας εμπλουτισμού καθοριστικό ρόλο παίζουν το θρεπτικό μέσο, αλλά και οι 
συνθήκες επώασης, ωστόσο είναι αδύνατο να καλλιεργηθούν όλοι οι μικροοργανισμοί 
με τις υπάρχουσες μεθόδους, καθώς σε πολλές περιπτώσεις οι συνθήκες που 
απαιτούνται είναι άγνωστες (Pace 1997).  
 
 Μοριακές τεχνικές και η χρήση του γονιδίου 18S rRNA στη φυλογενετική 
ανάλυση ευκαρυωτικών οργανισμών 
Η ανάπτυξη των μοριακών τεχνικών έδωσε τη δυνατότητα προσδιορισμού της 
ποικιλότητας οργανισμών, με βάση αλληλουχίες DNA. Παρά το μεγάλο κόστος τους, 
τείνουν να κυριαρχούν, καθώς τα μοριακά δεδομένα φαίνεται να παρέχουν καλύτερη 
πληροφόρηση από τα μορφολογικά, εξαλείφοντας αρκετούς περιορισμούς των 
παραδοσιακών μεθόδων. Παρέχουν αντικειμενικές ενδείξεις, που επιτρέπουν τον 
προσδιορισμό της φυλογένεσης όλων των μορφών ζωής, χωρίς να χρειάζεται ένα 
λειτουργικό κύτταρο. Επίσης βοηθούν στην ταυτοποίηση οργανισμών, που οι συνθήκες 
που διαβιούν είναι άγνωστες και επομένως δεν μπορούν να καλλιεργηθούν στο 
εργαστήριο για περαιτέρω μελέτη (Pace 1997). 
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 Η κύρια μοριακή τεχνική που χρησιμοποιείται σήμερα, βασίζεται στην ανάλυση 
του γονιδίου που είναι υπεύθυνο για την παραγωγή της μικρής ριβοσωμικής 
υπομονάδας, που αποτελεί ένα μοριακό ρολόι που δείχνει βαθύτερα τον εξελικτικό 
χρόνο και παρέχει διαφωτιστικές πληροφορίες για τους οργανισμούς. Η  χρήση της 
τεχνικής αυτής, στην ανάλυση περιβαλλοντικών δειγμάτων, οδήγησε στην εύρεση 
πολυάριθμων νέων οργανισμών από ποικίλα ενδιαιτήματα (Edgcomb et al. 2002, 
Webster et al. 2003, Spear et al. 2004, de Wever et al. 2009, Jebaraj et al. 2010).  
Σε αντίθεση με τους προκαρυωτικούς οργανισμούς, η χρήση αυτής της τεχνικής 
σε μελέτες για την ποικιλότητα των ευκαρυωτικών οργανισμών είναι πολύ πρόσφατη 
(Diez et al. 2001, Lopez-Garcia et al. 2001). Το γεγονός αυτό έχει σαν αποτέλεσμα την 
έλλειψη rRNA αλληλουχιών ευκαρυωτικών οργανισμών στις βάσεις δεδομένων 
(Philipe et al. 2000). Το γονίδιο που χρησιμοποιείται για τους ευκαρυωτικούς 
οργανισμούς είναι το 18S rRNA και μπορεί να ενισχυθεί και να κλωνοποιηθεί από 
περιβαλλοντικά δείγματα. Το κύριο πλεονέκτημα που το καθιστά κατάλληλο 
φυλογενετικό δείκτη, είναι το μεγάλο μέγεθος της αλληλουχίας, που υποδηλώνει το 
μέγεθος πληροφορίας που περιέχει (Olsen & Woese 1993).  
Η διαδικασία που ακολουθείται ώστε να επιτευχθεί η φυλογενετική ανάλυση 
είναι η ακόλουθη: απομόνωση DNA από το περιβαλλοντικό δείγμα → ενίσχυση 
γονιδίου 18S rRNA μέσω της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης (PCR) με χρήση 
ειδικών εκκινητών → καθαρισμός προϊόντων PCR & εισαγωγή σε πλασμίδια → 
μετασχηματισμός βακτηριακών κυττάρων & επίστρωση σε θρεπτικό μέσο → έλεγχος 
αποικιών → απομόνωση & καθαρισμός πλασμιδίων → αλληλούχιση. Στη συνέχεια, οι 
αλληλουχίες χρησιμοποιούνται για την κατασκευή φυλογενετικού δένδρου, όπου 
πραγματοποιείται συγκριτική ανάλυση με άλλες αλληλουχίες από τις βάσεις 
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δεδομένων. Το μειονέκτημα που παρουσιάζει, είναι ότι μπορεί να ανακτήσει 
αλληλουχίες από νεκρά κύτταρα και κύτταρα αλλόχθονων ειδών που δεν παρουσιάζουν 
μεγάλη σημασία στο υπό μελέτη περιβάλλον (Epstein & Lopez-Garcia 2007).   
 
1.4. Σκοπός της εργασίας 
 Η παρούσα εργασία, έχει στόχο την εκτίμηση της ποικιλότητας μικροσκοπικών 
ευκαρυωτών στη λίμνη Κάρλα, με τη χρήση του γονιδίου 18S rRNA από δείγματα 
νερού που συλλέχθηκαν κατά τους μήνες Μάιο, Αύγουστο και Νοέμβριο 2010. Σκοπός 
της, είναι να προσδιορίσει την εποχική ποικιλότητα των οργανισμών αυτών που 
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2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 
2.1. Περιοχή μελέτης  
 Περιοχή μελέτης της παρούσας εργασίας ήταν η λίμνη Κάρλα (39°29΄02΄΄Ν, 
22°51΄41΄΄Ε). Οι προσπάθειες για τη δημιουργία αντιπλημμυρικών και 
εγγειοβελτιωτικών έργων, σε συνδυασμό με την ανάγκη που παρουσιάστηκε για 
περιορισμό των επιδημιών ελονοσίας και την πίεση κατοίκων της περιοχής  για 
εξασφάλιση καλλιεργήσιμων εκτάσεων, οδήγησαν το 1962 σε ολική αποξήρανσή της, 
με απόφαση της πολιτείας. Σύμφωνα με τον Ananiadi (1956), η λίμνη αποτελούσε ένα 
υγιή βιότοπο με μεγάλη βιοποικιλότητα. Η αποστράγγισή της όμως, είχε σαν 
αποτέλεσμα την περιβαλλοντική υποβάθμιση της περιοχής (Zalidis et al. 2005). Η 
ακαταλληλότητα των εδαφών για καλλιέργεια, η αδυναμία υδροδότησης οικισμών, σε 
συνδυασμό με την ραγδαία πτώση του υδροφόρου ορίζοντα, την εμφάνιση ρηγμάτων 
και διάφορων άλλων περιβαλλοντικών επιπτώσεων (Zalidis & Gerakis 1999), οδήγησαν 
στην απόφαση για αποκατάσταση της λίμνης. Σε σύγκριση με την αρχική της έκταση 
(180 Km
2), δημιουργήθηκε ένας μικρότερος ταμιευτήρας (38 Km2), o οποίος από το 
Σεπτέμβριο 2009 τροφοδοτείται με νερό από τον Πηνειό ποταμό. Ωστόσο τα εδάφη της, 
λόγω της γεωργικής εκμετάλλευσης τους είναι εμπλουτισμένα από λιπάσματα 
(Triantafyllou et al. 2001).   
2.2. Δειγματοληψία 
 
 Τα δείγματα συλλέχθηκαν επιφανειακά σε αποστειρωμένα πλαστικά δοχεία των 
5L, από την παρόχθια ζώνη της λίμνης (βάθους 40 – 50 cm) κατά τους μήνες Μάιο, 
Αύγουστο και Νοέμβριο 2010, στο σημείο βυθομέτρησης (Ν.Α. άκρο). Κατά τις 
δειγματοληψίες καταγράφθηκαν οι τιμές των φυσικοχημικών παραγόντων (pH, 
Θερμοκρασία, αλατότητα, αγωγιμότητα) με αισθητήρα in situ (WTW, Germany). Το 
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κάθε δείγμα, διηθήθηκε σχεδόν αμέσως μετά τη συλλογή του, στο εργαστήριο 
Γενετικής του τμήματος «Γεωπονίας Ιχθυολογίας και Υδάτινου Περιβάλλοντος»,της 
σχλής «Γεωπονικών επιστημών» του Πανεπιστημίου Θεσσαλίας, χρησιμοποιώντας 
συσκευή διήθησης μέσω μεμβρανικού ηθμού 0,2μm. Οι σχετικά μεγάλοι οργανισμοί 
που τυχόν υπήρχαν στο δείγμα νερού, παρακρατήθηκαν σε προ-διήθηση με ηθμό 180 
μm ώστε να αποφευχθεί το φράξιμο των ηθμών με μικρότερους πόρους. Η διαδικασία 
της διήθησης πραγματοποιήθηκε υπό κενό, του οποίου όμως η πίεση ήταν μικρότερη 
από 150 mm Hg, ώστε να αποφευχθεί η καταστροφή των κυττάρων που επικάθονταν 
στο φίλτρο. Τα φίλτρα των 0,2 μm αποθηκεύτηκαν προσωρινά στους -24°C μέχρι να 
χρησιμοποιηθούν για περαιτέρω επεξεργασία. 
  
2.3. Απομόνωση DNA 
 Για την απομόνωση του DNA, τα φίλτρα στα οποία διηθήθηκαν τα δείγματα 
νερού και είχαν αποθηκευτεί προσωρινά στους -24°C, τεμαχίστηκαν σε λεπτές λωρίδες 
με αποστειρωμένο νυστέρι. Στη, συνέχεια σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή, 
για μέγιστη απόδοση χρησιμοποιήθηκε το Ultra Clean Mega Soil DNA Kit (MoBio, 
USA). Το πρωτόκολλο απομόνωσης, απομακρύνει αποτελεσματικά αναστολείς της 
PCR συμπεριλαμβανομένων και των χουμικών οξέων. Η βασική διαδικασία βασίζεται 
στο συνδυασμό μηχανικής λύσης των κυττάρων με εξειδικευμένα σφαιρίδια, θερμότητα 
και απορρυπαντικά, με το DNA να δεσμεύεται σε ένα φίλτρο πυριτίου. Στο τελευταίο 
στάδιο της διαδικασίας, το φίλτρο ξεπλένεται με ένα ειδικό διάλυμα που απελευθερώνει 
το DNA. Στη συνέχεια ακολούθησε ποσοτικοποίηση του DNA με τη χρήση του 
φασματοφωτόμετρου NanoDrop ND-1000 δίνοντας τις τιμές που αναφέρονται στον 
Πίνακα 1. 
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Πίνακας 1: Η ποσότητα DNA σε κάθε δείγμα 
μετά την απομόνωση. 





2.4. Ενίσχυση γονιδίου 18S rRNA 
 Για την ενίσχυση του γονιδίου 18S rRNA στα δείγματα  KRL03 και KRL06 
χρησιμοποιήθηκαν οι εκκινητές  ΕukA (5’-AACCTGGTTGATCCTGCCAGT-3’) 
(Medlin et al. 1998) και Euk1633 (5’-GGGCGGTGTGTACAARGR-3’) (Dawson & 
Pace 2002), ενώ για το KRL09 πραγματοποιήθηκαν δυο διαδοχικές αντιδράσεις PCR 
(Νested PCR). Αρχικά χρησιμοποιήθηκαν οι εκκινητές ΕukA και EukB (5’-
TGATCCTTCTGCAGGTTCACCTAC- 3’) (Medlin et al. 1998), ενώ στη δεύτερη PCR 
ο EukB αντικαταστάθηκε από τον Euk1633, ώστε να ενισχυθεί επιλεκτικά το προϊόν 
της πρώτης PCR. Το μείγμα της PCR, τελικού όγκου 50 μl, περιείχε περίπου 1 μL 
περιβαλλοντικού DNA, 10 μL buffer 5x (Green GoTaq Flexi buffer, Promega), 5 μL 
dNTPs (2 mM), 3μL MgCl2 (25 mM, 1,2 ml), 0,25 μL από κάθε εκκινητή και 0,25 μL 
Taq πολυμεράσης (GoTaq DNA polymerase, Promega). Τα θερμοκρασιακά πρόγραμμα 
για την πραγματοποίηση της αντίδρασης PCR περιγράφονται στους Πίνακες 2 και 3. 
Πίνακας 2:  Θερμοκρασιακό πρόγραμμα για τους εκκινητές EukA και EukB. 
Βήματα Θερμοκρασία Χρονική διάρκεια 
1
ο Αρχική αποδιάταξη 95°C 15 λεπτά 
2
ο Αποδιάταξη 95°C 45 δευτερόλεπτα 
3
ο Υβριδοποίηση εκκινητών 55°C 1 λεπτό 
4
ο Επιμήκυνση των θυγατρικών κλώνων 72°C 2 λεπτά και 30 δευτερόλεπτα 
5
ο Τελική επιμήκυνση 72°C 7 λεπτά 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 08:49:23 EET - 137.108.70.7
12 
 
Πίνακας 3: Θερμοκρασιακό πρόγραμμα για τους εκκινητές EukA και Euk1633 
Βήματα Θερμοκρασία Χρονική διάρκεια 
1
ο Αρχική αποδιάταξη 95°C 2 λεπτά 
2
ο Αποδιάταξη 95°C 40 δευτερόλεπτα 
3
ο Υβριδοποίηση εκκινητών 50°C 40 δευτερόλεπτα 
4
ο Επιμήκυνση των θυγατρικών κλώνων 72°C 2 λεπτά και 15 δευτερόλεπτα 
5
ο Τελική επιμήκυνση 72°C 7 λεπτά 
  
Τα βήματα 2 - 4 των θερμοκρασιακών προγραμμάτων της PCR επαναλήφθηκαν  
για 31 κύκλους. Μετά το πέρας της ενίσχυσης του επιθυμητού γονιδίου, το αποτέλεσμα 
της όλης αντίδρασης οπτικοποιήθηκε με ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης 1% σε 
διάλυμα 1x TAE. Το πήκτωμα αφέθηκε στη συσκευή ηλεκτροφόρησης για 30 λεπτά 
στα 90 Volts. Η χρώση του πηκτώματος έγινε σε διάλυμα βρωμιούχου αιθιδίου (EtBr). 
  Για τα δείγματα KRL03 και KRL09 στη συνέχεια πραγματοποιήθηκε 
βελτιστοποίηση κύκλων ώστε να βρεθεί ο μικρότερος αριθμός επαναλήψεων που θα 
δώσει θετικό αποτέλεσμα (28 και 20 κύκλοι αντίστοιχα) ώστε να ελαχιστοποιηθούν οι 
εγγενείς περιορισμοί της PCR (Spiegelman et al. 2005). Οι αντιδράσεις PCR που 
πραγματοποιήθηκαν για το δείγμα KRL06 επαναλήφθηκαν για 30 - 40 κύκλους. Τα 
αποτελέσματα που προέκυψαν μαρτυρούν μικρή αφθονία του φυλογενετικού γονιδίου 
18S rRNA στο συγκεκριμένο δείγμα. 
 Στη συνέχεια, ακολούθησε καθαρισμός των προϊόντων της PCR ώστε να 
αυξηθούν οι πιθανότητες απόδοσης της κλωνοποίησης. Ο καθαρισμός του DNA 
πραγματοποιήθηκε με το τυποποιημένο PureLink™ Quick Gel Extraction Kit 
(Invitrogen Co.) σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή. Είναι σχεδιασμένο για τον 
καθαρισμό DNA από πήκτωμα αγαρόζης. Το DNA που λήφθηκε στο τέλος της 
διαδικασίας ήταν απαλλαγμένο από πρωτεΐνες, χρωστικές και αγαρόζη και ήταν έτοιμο 
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προς χρήση για κλωνοποίηση. Το πήκτωμα αγαρόζης που χρησιμοποιήθηκε ήταν  ≤ 
2%. Στο τέλος έγινε ποσοτικοποίηση του DNA με τη χρήση του φασματοφωτόμετρου 
NanoDrop ND-1000 (Πίν. 4). 
 
Πίνακας 4: Η ποσότητα DNA μετά τον 
καθαρισμό των προϊόντων της PCR. 





2.5. Κλωνοποίηση και αλληλούχιση  
 Για την κλωνοποίηση των γονιδίων που προέκυψαν από τον καθαρισμό των 
προϊόντων PCR, χρησιμοποιήθηκε το Topo TA Cloning kit for sequencing και το 
πρωτόκολλο μετασχηματισμού κυττάρων (Escherichia coli) με ηλεκτροόσμωση, 
σύμφωνα με τις υποδείξεις του κατασκευαστή (Invitrogen Co.). Για να 
πραγματοποιηθεί η αντίδραση της κλωνοποίησης, δημιουργήθηκε μείγμα που περιείχε 
φρέσκο προϊόν από αντίδραση PCR, διάλυμα αλάτων και το φορέα κλωνοποίησης 
(πλασμίδια). Η Taq πολυμεράση που χρησιμοποιήθηκε στην PCR, προσθέτει στα 3΄-
άκρα του προϊόντος μια δεόξυαδενίνη (Α), ενώ ο φορέας  κλωνοποίησης, διαθέτει βάση 
δεόξυθυμίνης (T) στα 3΄-άκρα του, ώστε να προκύψει ο επιθυμητός μετασχηματισμός. 
Το διάλυμα αλάτων επηρεάζει το ποσοστό των μετασχηματισμένων κυττάρων. 
Το μείγμα επωάστηκε σε θερμοκρασία δωματίου για 15 min και στη συνέχεια 
προστέθηκε στα κύτταρα E. Coli. Ακολούθησε μετασχηματισμός κυττάρων με την 
διαδικασία της ηλεκτροόσμωσης και αφού προστέθηκε στα κύτταρα θρεπτικό μέσο 
ανάρρωσης, επωάστηκαν για 1h στους 37°C. Στη συνέχεια έγινε επίστρωσή τους σε 
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τρυβλία με θρεπτικό μέσο Luria-Bertani agar με καναμυκίνη, που επιτρέπει την 
ανάπτυξη μόνο των κυττάρων που έχουν δεχτεί το ένθεμα κατά την κλωνοποίηση και 
επωάστηκαν για 18h στους 37°C. 
 Μετά την ανάπτυξη των μετασχηματισμένων κυττάρων στα τρυβλία, 
πραγματοποιήθηκε έλεγχος για την ύπαρξη του σωστού ενθέματος. Η παρουσία του 
ενθέματος ελέγθηκε με PCR αποικιών, χρησιμοποιώντας το ζεύγος εκκινητών M13F 
(5’-GTAAAACGCCCAG-3’) και M13R (5’CAGGAAACAGCTATGAC-3’). Οι 
εκκινητές είναι ειδικοί για το φορέα κλωνοποίησης που χρησιμοποιήθηκε. Η τεχνική 
αυτής της PCR διαφέρει, στο ότι αντί να προστεθεί μήτρα DNA προστίθεται μικρή 
ποσότητα βακτηριακής αποικίας από τα τρυβλία. Το μείγμα της, τελικού όγκου 20 μL, 
περιείχε 4 μL buffer 5x (Green GoTaq Flexi buffer, Promega), 2 μL dNTPs, 1,2 μL 
MgCl2, 0,2 μL από κάθε εκκινητή και 0,08 μL Taq πολυμεράσης (GoTaq DNA 
polymerase, Promega). Το θερμοκρασιακό πρόγραμμα που χρησιμοποιήθηκε για την 
πραγματοποίηση της αντίδρασης περιγράφετε στον Πίνακα 5. 
 
Πίνακας 5: Θερμοκρασιακό πρόγραμμα για τους εκκινιτές M13F & M13R 
Βήματα Θερμοκρασία Χρονική διάρκεια 
1
ο
 Αρχική αποδιάταξη 94°C 5 λεπτά 
2
ο
 Αποδιάταξη 94°C 45 δευτερόλεπτα 
3
ο
 Υβριδοποίηση εκκινητών 52,5°C 45 δευτερόλεπτα 
4
ο
 Επιμήκυνση των θυγατρικών κλώνων 72°C 2 λεπτά 
5
ο
 Τελική επιμήκυνση 72°C 10 λεπτά 
 
  
Τα βήματα 2 - 4 επαναλήφθηκαν  για 25 κύκλους. Ακολούθησε ηλεκτροφόρηση 
σε πήκτωμα αγαρόζης 1% σε διάλυμα 1x TAE. Το πήκτωμα αφέθηκε στη συσκευή 
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ηλεκτροφόρησης για 30 min στα 90 Volts. Η χρώση του πηκτώματος έγινε σε διάλυμα 
βρωμιούχου αιθιδίου (EtBr) και ο έλεγχος των αποτελεσμάτων πραγματοποιήθηκε σε 
λάμπα υπεριώδους ακτινοβολίας. 
 Οι κλώνοι, που αποδείχτηκε ότι έχουν το ζητούμενο ένθεμα, εμβολιάστηκαν σε 
υγρές καλλιέργειες όγκου 1,4 ml η κάθε μία, με θρεπτικό μέσο Luria-Bertani και 
καναμυκίνη συγκέντρωσης 50μg/ml. Ακολούθησε επώαση στους 37°C για 18 h στις 
180 rpm. Μετά την επώαση πραγματοποιήθηκε απομόνωση των πλασμιδίων με το 
τυποποιημένο Nucleospin Plasmid QuickPure kit (Macherey-Nagel, Germany), 
σύμφωνα με τις υποδείξεις του κατασκευαστή. Σύμφωνα με αυτό, το πλασμιδιακό 
DNA απελευθερώνεται από τα κύτταρα E. Coli και καταλίγει καθαρό και ελεύθερο 
προσμίξεων. Τα απομονωμένα πλασμίδια φυλάχτηκαν στους -20°C. Η αλληλούχηση 
των πλασμιδίων πραγματοποιήθηκε σε συσκευή αλληλούχησης τριχοειδούς  αγγείου, 
με τη χρήση του BigDye Terminator kit (Applied Biosystems Inc.). 
2.6. Επεξεργασία αλληλουχιών  
 
 Αρχικά έγινε στοίχιση των αλληλουχιών με το πρόγραμμα πολλαπλής 
ευθυγράμμισης  CLUSTALW2 ( http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/), το οποίο 
υπολογίζει την καλύτερη αντιστοιχία για τις επιλεγμένες αλληλουχίες και τις οργανώνει 
έτσι ώστε οι ομοιότητες και οι διαφορές τους να είναι ορατές. Βασιζόμενο στις κατά 
ζεύγη ευθυγραμμίσεις ζευγών ακολουθιών, έχει υπολογίσει το βαθμό ομοιότητας κάθε 
ακολουθίας με κάθε μία ξεχωριστά. Χρησιμοποιώντας ως κριτήριο ομοιότητας  ≥ 98% 
(Stackebrandt & Goebel 1994), οι κλώνοι ομαδοποιήθηκαν και θεωρήθηκαν μέλη του 
ίδιου φυλότυπου.  
  Για να διαπιστωθεί αν φυλότυποι και τα επιμέρους δείγματα στις βιβλιοθήκες 
που δημιουργήθηκαν αντιπροσωπεύουν επαρκώς την ποικιλότητα στην περιοχή 
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μελέτης, ελέγχθηκε αν το μέγεθος της βιβλιοθήκης είναι αντιπροσωπευτικό. Αυτό 
επιτυγχάνεται με τη βοήθεια του λογισμικού  που πρότειναν οι Kemp & Aller (2004), 
παρέχοντας μας σταθερές εκτιμήσεις. Αυτή η διαδικασία αξιολόγησης βασίζεται στους 
δείκτες SChao1 (Chao 1984) και SACE (Chao et al. 1993). Στην παρούσα μελέτη για κάθε 
βιβλιοθήκη κλώνων ως κύριος δείκτης χρησιμοποιήθηκε ο δείκτης Good’s C (Good 
1953) που δίνεται από τον τύπο [1- (ni/N)], οπου ni ο αριθμός τον φυλοτύπων που 
αντιπροσωπεύονται από έναν μοναδικό εκπρόσωπο (Singletons) και N είναι το σύνολο 
των κλώνων που υπάρχουν στην βιβλιοθήκη. 
 Ο αλγόριθμος BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) που 
χρησιμοποιείται για τη σύγκριση μιας αλληλουχίας με μια βάση δεδομένων, έχει 
αναπτυχτεί και διατηρείται από το NCBI (National Center for Biotechnology 
Information http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). Στην παρούσα μελέτη 
χρησιμοποιήθηκε ώστε κάθε αλληλουχία να συγκριθεί με διαθέσιμες αλληλουχίες στις 
βάσεις δεδομένων του NCBI, ώστε να βρεθούν οι κοντινότεροι συγγενείς της κάθε 
αλληλουχίας. Για την εύρεση πιθανών χιμαιρικών αλληλουχιών, χρησιμοποιήθηκε το 
πρόγραμμα Pintail (Ashelford et al. 2005), που συγκρίνει τις εξελικτικές αποστάσεις 
μεταξύ των αλληλουχιών που προέκυψαν από τη μελέτη,  με συγγενικές αξιόπιστες 
αλληλουχίες.  
 
2.7. Φυλογενετική ανάλυση 
 Τα φυλογενετικά δέντρα χρησιμοποιούνται για να γίνει απεικόνιση της 
εξελικτικής σχέσης των φυλοτύπων. Για τη δημιουργία φυλογενετικού δένδρου 
χρησιμοποιήθηκε το πρόγραμμα MEGA έκδοση 5. Η τοπολογία του δένδρου 
βασίσθηκε στη μέθοδο του κοντινότερου γείτονα (Neighbour-Joining) (Saitou & Nei, 
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1987) και έγινε διόρθωση κατά Jukes-Cantor (1969). Ο έλεγχος της στατιστικής 
εγκυρότητας της τοπολογίας του δένδρου έγινε με τη μέθοδο bootstrap. 
 Για την κατασκευή των φυλογενετικών δέντρων χρησιμοποιήθηκαν οι 
αλληλουχίες του φυλογενετικού γονιδίου 18S rRNA των βιβλιοθηκών KRL03E, 
KRL06E και KRL09E, που παρουσιάζονται στην παρούσα εργασία, των βιβλιοθηκών 
KRL01E και KRL02E (Oikonomou et al. 2012)  και  οι αλληλουχίες των πλησιέστερων 
συγγενών τους. Σε κάθε φυλογενετικό δέντρο χρησιμοποιήθηκε, επίσης, μία μακρινή 
αλληλουχία ως ρίζα (outgroup), που αποτελεί τον κοινό πρόγονο όλων των 
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3.1. Φυσικοχημικοί παράγοντες 
 
Στον Πίνακα 6 παρουσιάζονται οι τιμές των φυσικοχημικών παραγόντων (pH, 
Θερμοκρασία, αλατότητα, αγωγιμότητα) που καταγράφθηκαν κατά τις δειγματοληψίες 
με αισθητήρα in situ (WTW, Germany). Η υψηλότερη θερμοκρασία καθώς και  
αλατότητα, παρατηρήθηκαν κατά το μήνα Αύγουστο και οι χαμηλότερες τον Νοέμβριο. 
Η αγωγιμότητα ακολουθεί τις ίδιες εποχικές αυξομειώσεις, δεδομένου ότι κατά γενικό 
κανόνα, όσο υψηλότερη είναι η συγκέντρωση των αλάτων σε ένα διάλυμα, τόσο 
μεγαλύτερη είναι η δυνατότητα να άγει το ηλεκτρικό ρεύμα.  
 
 Πίνακας 6: Φυσικοχημικοί παράμετροι που καταγράφηκαν στις δειγματοληψίες. 






KRL03E 28.05.10 8 19,7 9,9 17,01 
KRL06E 28.08.10 8,5 31,7 13,2 23,01 
KRL09E 25.11.10 8,8 12,2 2,9 5,51 
 
3.2. Φυλότυποι των βιβλιοθηκών KRL03E, KRL06E, KRL09E 
Ένα σύνολο από 72, 6 και 54 αλληλουχίες που ανακτήθηκαν από τις 
βιβλιοθήκες του Μαΐου, του Αυγούστου και του Νοεμβρίου, απέμεινε για ανάλυση 
μετά την απαλλαγή από τις χιμαιρικές αλληλουχίες. Οι κλώνοι αυτοί ομαδοποιήθηκαν 
με κριτήριο ομοιότητας ≥ 98% σε 24, 5 και 12 φυλότυπους αντίστοιχα (Πιν. 7). 
 Οι φυλότυποι που βρέθηκαν, ανήκαν στις ακόλουθες ταξινομικές ομάδες: 
Mesomycetazoa, Chlorophyta, Fungi, Alveolata, Cercozoa, Copepoda, Cryptophyta και 
Stramenopiles. Αυτοί που έχουν έναν αντιπροσωπευτικό εκπρόσωπο, αποτελούν  το 
56,10 % των φυλοτύπων. 
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KRL03 KRL06 KRL09 
#φυλοτύπων Αφθονία #φυλοτύπων Αφθονία #φυλοτύπων Αφθονία 
Chlorophyta 6 24 0 0 2 2 
Cryptophyta 0 0 1 1 1 9 
Alveolata 3 5 0 0 3 13 
Fungi 6 25 2 2 1 1 
Mesomycetazoa 2 3 1 1 0 0 
Cercozoa 2 4 0 0 0 0 
Copepoda 1 1 0 0 0 0 
Stramenopiles 4 10 1 2 5 29 
Σύνολο 24 72 5 6 12 54 
 
 Στη βιβλιοθήκη Μαΐου (KRL03E), οι πιο άφθονες ταξινομικές ομάδες ήταν τα 
Fungi και τα Chlorophyta (25/72 και 24/72 αντιπροσωπευτικοί εκπρόσωποι, 
αντίστοιχα). Οι υπόλοιποι φυλότυποι που βρέθηκαν ανήκουν στις ακόλουθες 
ταξινομικές ομάδες: Mesomycetazoa, Alveolata, Cercozoa, Stramenopiles και 
Copepoda Η βιβλιοθήκη του Αυγούστου (KRL06E), παρουσιάζει πολύ χαμηλή αφθονία 
φυλοτύπων. Όλοι οι φυλότυποι αυτής της βιβλιοθήκης είχαν έναν αντιπροσωπευτικό 
εκπρόσωπο, εκτός από το φυλότυπο KRL06E127 που εκπροσωπείται από δύο κλώνους. 
Οι κυρίαρχοι φυλότυποι των βιβλιοθηκών του Αυγούστου (KRL06E127) και του 
Νοεμβρίου (KRL09E37, 18/54 κλώνοι), ανήκουν στην ταξινομική ομάδα των 
Stramenopiles. Οι υπόλοιπες ταξινομικές ομάδες που βρέθηκαν στη βιβλιοθήκη του 
Αυγούστου είναι τα Fungi, τα Mesomycetazoa και τα Cryptophyta ενώ στη βιβλιοθήκη 
του Νοεμβρίου βρέθηκαν επίσης Alveolata και Chlorophyta. 
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3.3. Κάλυψη βιβλιοθήκης και δενδρογράμματα  
 
 Με τη βοήθεια του λογισμικού που πρότειναν οι Kemp & Aller (2004) 
(http://www.aslo.org/lomethods/free/2004/0114a.html), ελέγχθηκε το μέγεθος της κάθε 
βιβλιοθήκης με σκοπό να διαπιστωθεί αν όντως είναι αντιπροσωπευτικό. Οι 
ασυμπτωτικές ευθείες που σχηματίστηκαν για τις βιβλιοθήκες του Μαΐου και του 
Νοέμβριου (Σχ. 1 και 3), ξεπέρασαν το 80%  υποδηλώνοντας ότι το δείγμα που 
πάρθηκε κάλυπτε επαρκώς την ποικιλότητα των ευκαρυωτών της περιοχής, σε αντίθεση 
με την βιβλιοθήκη του Αυγούστου (Σχ. 2). 
Η απεικόνιση των φυλογενετικών σχέσεων των φυλοτύπων  που βρέθηκαν στην 
παρούσα μελέτη, έγινε ανά ταξινομική ομάδα (Mesomycetazoa, Chlorophyta, 
Alveolata, Cercozoa, Stramenopiles, Copepoda, Cryptophyta και Fungi). Για βέλτιστη 
απεικόνιση οι φυλοτυποι των Fungi παρουσιάζονται σε δύο σχήματα (Σχ. 4 & 5) Τα 
δενδρογράμματα δίνονται υπό κλίμακα 0,02 με το μήκος των κλάδων να 













Σχήμα 1: Κάλυψη της βιβλιοθήκης κλώνων Μαΐου 2010με βάση το δείκτη 
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Σχήμα 2: Κάλυψη της βιβλιοθήκης κλώνων Αυγούστου 2010 με βάση το  








Σχήμα 3: Κάλυψη της βιβλιοθήκης κλώνων Νοεμβρίου με βάση το δείκτη 
Good’s C. 
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Σχήμα 4: Δενδρόγραμμα των φυλoτύπων του 18S rRNA γονιδίου των βιβλιοθηκών KRL03E, 
KRL06E, KRL09E (με μωβ χρώμα), που ομαδοποιήθηκαν στην ταξινομική ομάδα των Fungi. 
Με πράσινο χρώμα παρουσιάζονται οι φυλότυποι του 18S rRNA γονιδίου των βιβλιοθηκών 
KRL01E και KRL02E (Oikonomou et al. 2012), ενώ με μπλε χρώμα, φυλότυποι του 18S rRNA 
γονιδίου των Genitsaris et al. (2009). Στις παρενθέσεις αναφέρονται οι κοινοί φυλότυποι (≥ 
98%) που βρέθηκαν από το συνολο των φυλωτύπων σε κάθε βιβλιοθήκη. Οι αγκύλες περιέχουν 
των αριθμό της βάσης δεδομένων GenBank που αντιστοιχεί σε κάθε κοντινό συγγενή. Οι 
πληροφορίες που αναγράφονται αναφέρονται στο περιβάλλον απομόνωσης τους. Το δέντρο 
δίνεται υπό κλίμακα 2%. Τιμές κάτω του 50% δεν εμφανίζονται. 
 Monoblepharella mexicana [AF164337] - Clinical source
 Monoblepharis macrandra [EF014369]
 Rhizophlyctis rosea [NG_017175]
 T1P1AeD10 [GQ995313] - High-elevation soil
 Triparticalcar arcticum [DQ536480]
 Chytriomyces poculatus [EF443134] - Soil near Mud Pond, Maine, USA 
 KRL02E73 [JN090912]
 KRL01E7 [JN090867]
 PFH1AU2004 [DQ244009] - Lake Pavin, France
 Rhizidium endosporangiatum [DQ536484]
 Chytriomyces hyalinus [AB586078] - Insect exoskeleton
 Basidiobolus microsporus [AF368505] - Lizard dung
 Basidiobolus haptosporus [AF113413] - Human (creeping granuloma)







 WIM48 [AM114806] - Soil sample of no-fertilized agricultural field, collected in 1975, Netherlands
 T4P1AeE08 [GQ995419] - Soil sample






 ESS220206.038 [GU067817] - Esch sur Sure Lake, Luxembourg
 CCW24 [AY230211] - Suboxic marine water sample
 Rozella sp. JEL347 [AY601707]
 Rozella allomycis [NG_017174]
Fungi
 Jakoba libera [AY117418]
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 Tapinella atrotomentosa [DQ534695]
 Pseudomerulius curtisii [GU187641] - Araucaria, Pinus, Rain Forest
 Ceriporia lacerata [JN618336]
 Dipodascopsis uninucleata [U00969]
 Lipomyces kononenkoae [DQ519008]
 Lipomyces lipofer [X69848]
 Triparticalcar arcticum [DQ536480]
 Gaertneriomyces semiglobifer [AF164247]




 PFB12AU2004 [DQ244016] - Lake Pavin
 KRL03E32 (6/72)
 LKM46 [AJ130857] - Lake Ketelmeer water
FUNGI
 Jakoba libera [AY117418]
 
Σχήμα 5: Δενδρόγραμμα των φυλoτύπων του 18S rRNA γονιδίου των βιβλιοθηκών KRL03E, 
KRL06E (με μωβ χρώμα), που ομαδοποιήθηκαν στην ταξινομική ομάδα των Fungi. Στις 
παρενθέσεις αναφέρονται οι κοινοί φυλότυποι (≥ 98%) που βρέθηκαν από το συνολο των 
φυλωτύπων σε κάθε βιβλιοθήκη. Οι αγκύλες περιέχουν των αριθμό της βάσης δεδομένων 
GenBank που αντιστοιχεί σε κάθε κοντινό συγγενή. Οι πληροφορίες που αναγράφονται 
αναφέρονται στο περιβάλλον απομόνωσης τους. Το δέντρο δίνεται υπό κλίμακα 2%. Τιμές 
κάτω του 50% δεν εμφανίζονται. 
 
 Cyclops sp. UK-RJH-2004 [AY626998] - Wildlife garden pond, London (England),
 Cyclops kolensis [EF532820]
 KRL03E64 (1/72)
 Macrocyclops albidus [AJ746334]
 Acanthocyclops viridis [AY626999] - Wildlife garden pond, London (England)
Copepoda
 Jakoba libera [AY117418]
 
Σχήμα 6: Δενδρόγραμμα του φυλoτύπου του 18S rRNA γονιδίου της βιβλιοθήκης KRL03E (με 
μωβ χρώμα), που ομαδοποιήθηκε στην ταξινομική ομάδα των Copepoda. Στις παρενθέσεις 
αναφέρονται οι κοινοί φυλότυποι (≥ 98%) που βρέθηκαν από το συνολο των φυλωτύπων της 
βιβλιοθήκης. Οι αγκύλες περιέχουν των αριθμό της βάσης δεδομένων GenBank που αντιστοιχεί 
σε κάθε κοντινό συγγενή. Οι πληροφορίες που αναγράφονται αναφέρονται στο περιβάλλον 
απομόνωσης τους. Το δέντρο δίνεται υπό κλίμακα 2%. Τιμές κάτω του 50% δεν εμφανίζονται. 
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 Pseudopfiesteria shumwayae [AF080098] - Pamlico river, North Carolina
 Pfiesteria piscicida [AF077055] - Estuarine water
 KRL01E15 [JN090875]
 Paulsenella vonstoschii [AJ968729] - Wadden sea, Germany
 Heterocapsa triquetra [AF022198]
 Prorocentrum minimum [AY421791]
 KRL02E22 [JN090911]
 ESS270706.061 [GU067954] - meso-eutrophic lake Esch-sur-Sure, Luxembourg
 TKR07E.28 [GU290072] -Lake Tanganika, East Africa
 Gymnodinium beii [U41087]
 Woloszynskia halophila [EF058252] -Baltic Sea, Finnish coast
 Polarella glacialis [GQ375263] Arctic Ocean, Northern Baffin Bay
Dinophyceae
 KRL01E25 [JN090885]
 Colpodella edax [AY234843] - Fresh water pond, Yaroslavskaja, Russian Federation
Colpodellidae
 LG32-03 [AY919792] - Lake George, Adirondack Park, USA
 KRL03E57 (1/72)
 KRL09E06 (1/54)
 PAF8AU2004 [DQ244031] - Lake Pavin, France
 ML1 dino [GU647186] -  Mirror Lake, Connecticut, USA





 PAC8SP2005 [EU162630] - Lake Pavin, France
 KRL01E23 [JN090883]
 Didinium nasutum [U57771]
 KRL01E34 [JN090894]
 Coleps hirtus [U97109]
Ciliophora
Alveolata
 Jakoba libera [AY117418]
 
Σχήμα 7: Φυλογενετικό δέντρο των φυλοτύπων του 18S rRNA γονιδίου των βιβλιοθηκών 
KRL03E και KRL09E (με μωβ χρώμα), που ομαδοποιήθηκαν στην ταξινομική ομάδα των 
Alveolata. Με πράσινο χρώμα παρουσιάζονται φυλότυποι του 18S rRNA γονιδίου της 
βιβλιοθήκης KRL01E (Oikonomou et al. 2012). Στις παρενθέσεις αναφέρονται οι κοινοί 
φυλότυποι (≥ 98%) που βρέθηκαν από το συνολο των φυλωτύπων σε κάθε βιβλιοθήκη. Οι 
αγκύλες περιέχουν των αριθμό της βάσης δεδομένων GenBank που αντιστοιχεί σε κάθε κοντινό 
συγγενή. Οι πληροφορίες που αναγράφονται αναφέρονται στο περιβάλλον απομόνωσης τους. 
Το δέντρο δίνεται υπό κλίμακα 2%. Τιμές κάτω του 50% δεν εμφανίζονται. 
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 Cyclotella meneghiniana [HQ912576] - Lake Waco, Texas
 KRL09E05 (8/54)
 Cyclotella striata [DQ514851] - Jakarta Harbor, Indonesia
 KRL03E08 (7/72)
 Cyclotella atomus [DQ514858] - Raccourci Old River, LA,
 Detonula confervacea [AF525672]
 KRL09E17 (1/54)
 Thalassiosira oceanica [DQ093364]
 KRL01E33 [JN090893]
 Thalassiosira pseudonana [DQ093367]
 KRL01E43 [JN090903]
 Skeletonema costatum [DQ396523]
 Skeletonema subsalsum [EF138935] - China Sea
 KRL01E3 [JN090863]
 Peridinium foliaceum endosymbiont [Y10567]
 Nitzschia thermalis [AY485458]
 KRL01E45 [JN090905]
 Peridinium balticum endosymbiont [Y10566]
 KRL09E37 (18/54)
 KRL06E127 (2/6)
 Chaetoceros gracilis [AY229897]
 Chaetoceros muellerii [AY485453]
 KRL01E10 [JN090870]
 KRL02E46 [JN090909]
 Pseudopedinella elastica [U14387]
 Monodus unipapilla [AM490827] 
 Pseudotetraedriella kamillae [EF044311] - Lake Liblarer (Germany)
 KRL03E60 (1/72)
 Nannochloropsis limnetica [DQ977726] - Arrowwood Lake, North Dakota, USA
 Pseudostaurastrum enorme [EF044312]
 Trachydiscus minutus [HQ007250]




 STFeb 251 [HM135066] - Lake Stechlin (Germany)
 clone ME1-17 [AF363186] - Alboran Sea, Mediterranean
 KRL03E75 (1/72)
 KRL09E14 (1/54)
 ESS270706.057 [GU067950] - Esch-sur-Sure Lake, Luxembourg
 Lagenidium giganteum [M54939]
 Lagenidium caudatum [EU271961] - Nematode host in rabbit and cow dung
Stramenopiles
 Jakoba libera [AY117418]
 
Σχήμα 8: Φυλογενετικό δέντρο των φυλοτύπων του 18S rRNA γονιδίου των βιβλιοθηκών 
KRL03E, KRL06E και KRL09E (με μωβ χρώμα), που ομαδοποιήθηκαν στην ταξινομική ομάδα 
των Stramenopiles. Με πράσινο χρώμα παρουσιάζονται φυλότυποι του 18S rRNA γονιδίου της 
βιβλιοθήκης KRL01E (Oikonomou et al. 2012). Στις παρενθέσεις αναφέρονται οι κοινοί 
φυλότυποι (≥ 98%) που βρέθηκαν από το συνολο των φυλοτύπων σε κάθε βιβλιοθήκη. Οι 
αγκύλες περιέχουν των αριθμό της βάσης δεδομένων GenBank που αντιστοιχεί σε κάθε κοντινό 
συγγενή. Οι πληροφορίες που αναγράφονται αναφέρονται στο περιβάλλον απομόνωσης τους. 
Το δέντρο δίνεται υπό κλίμακα 2%. Τιμές κάτω του 50% δεν εμφανίζονται. 
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 MALINA St390 3m Pico ES020 P1H8 [JF698753] - Beaufort Sea, Canada
 KRL03E39 (2/72)
 KRL01E39 [JN090899]
 Protaspis grandis [DQ303924] - Sand, Centennial Beach, Boundary Bay, Canada.
 Cryothecomonas longipes [AF290540] - List/Sylt, Germany
 Protaspis obliqua [FJ824122] - Sand sample
 Mataza hastifera [AB558956] -  Keihin cana,  Shinagawa, Tokyo, Japan
 KRL01E8 [JN090868]
 8-30 [FN690362] - Sea ice, Gulf of Finland
 Ebria tripartita [DQ303923] 
 KRL01E1 [JN090861]
 Cercozoa sp. CC-2009a [FJ824126] - Sand sample
 KRL01E2 [JN090862]
 Thaumatomonas seravini [AF411259]
 Cercomonas braziliensis [FJ790702]
 KRL01E17 [JN090877]
 PCF1AU2004 [DQ243991] - Lake Pavin, France
 KRL01E4 [JN090864]
 B12 5 um [FN263034] - Gulf of Gdansk, Poland
 KRL03E11 (2/72)
 K9MAY2010 [AB622340] - Lake Kusaki, Japan
 KRL01E14 [JN090874]
 Elev 18S 1206 [EF024716] - Trembling aspen rhizosphere under elevated CO2 conditions
 Platyreta germanica [AY941201] - Soil of wheat monoculture field, Germany
 Arachnula impatiens [EU567294] - Lichen, Lake Baikal, Siberia, Russia
CERCOZOA
 Jakoba libera [AY117418]
Σχήμα 9: Φυλογενετικό δέντρο των φυλoτύπων του 18S rRNA γονιδίου της  βιβλιοθήκης 
KRL03E (με μωβ χρώμα), που ομαδοποιήθηκαν στην ταξινομική ομάδα των Cercozoa. Με 
πράσινο χρώμα παρουσιάζονται φυλότυπος του 18S rRNA γονιδίου της βιβλιοθήκης KRL01E 
(Oikonomou et al. 2012). Στις παρενθέσεις αναφέρονται οι κοινοί φυλότυποι (≥ 98%) που 
βρέθηκαν από το συνολο των φυλωτύπων σε κάθε βιβλιοθήκη. Οι αγκύλες περιέχουν των 
αριθμό της βάσης δεδομένων GenBank που αντιστοιχεί σε κάθε κοντινό συγγενή. Οι 
πληροφορίες που αναγράφονται αναφέρονται στο περιβάλλον απομόνωσης τους. Το δέντρο 
δίνεται υπό κλίμακα 2%. Τιμές κάτω του 50% δεν εμφανίζονται. 
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 Tetrachlorella alternans [AF228687] - Lake Gromnitz, Germany
 KRL03E42 (2/72)
 Oocystis marssonii [AF228688] - Small pond ‘Oxidationsteich 2’ Neuglobsow (Germany)
 KRL03E76 (1/72)
 Oocystis sp. AN 2/29-4 [AY195966] - Freshwater lake, North Dakota, USA
 KRL01E35 [JN090895]
 Lagerheimia genevensis [AY122336]
Oocystaceae
 Chlorella kessleri [X56105]
 Parachlorella kessleri [AB080309]
 KRL02E13 [JN090906]
 Closteriopsis acicularis [Y17470]
 KRL01E28 [JN090888]




 Tetraselmis sp. RCC 500 [AY425299]
 SA2 1E12 [EF527125]
Chlorodendraceae
 Mychonastes homosphaera [AB025423] - Lake Kinneret,Israel
 Mychonastes rotundus [GQ477053]
 KRL03E49 (2/72)
 Mychonastes afer [JF930340] - Wastewater samples, Jinan, Shandong, China
 Scenedesmus obliquus [X56103]
 KRL02E33 [JN090907]
 Scenedesmus pectinatus [AB037092]
 KRL03E07 (16/72)
 Scenedesmus ovalternus [X81966]
 KRL01E21 [JN090881]
 KRL09E46 (1/54)
 Coelastrella saipanensis [AB055800]
 KRL03E19 (2/72)
 Desmodesmus communis [X73994]
 G24 [EU910612] - Sediment sample, sulfer-rich, hypoxic groundwater






 Chlamydomonas monadina [AY220559] - USA: Minnesota, Itasca State Park
 KRL01E11 [JN090871]
 Chlamydomonas kuwadae [AB451190]




 Chlamydomonas acidophila [AJ852427] - Acidic, volcanic lake Caviahue, Argentina
 Chlorophyta sp. I-155 [EF432529]




 Treubaria schmidlei [U73474]
 Treubariaceae
Chlorophyta
 Jakoba libera [AY117418]
 
Σχήμα 10: Φυλογενετικό δέντρο των φυλoτύπων του 18S rRNA γονιδίου των βιβλιοθηκών 
KRL03E και KRL09E (με μωβ χρώμα), που ομαδοποιήθηκαν στην ταξινομική ομάδα των 
Chlorophyta. Με πράσινο χρώμα παρουσιάζεται φυλότυπος του 18S rRNA γονιδίου της 
βιβλιοθήκης KRL01E (Oikonomou et al. 2012). Στις παρενθέσεις αναφέρονται οι κοινοί 
φυλότυποι (≥ 98%) που βρέθηκαν από το συνολο των φυλοτύπων σε κάθε βιβλιοθήκη. Οι 
αγκύλες περιέχουν των αριθμό της βάσης δεδομένων GenBank που αντιστοιχεί σε κάθε κοντινό 
συγγενή. Οι πληροφορίες που αναγράφονται αναφέρονται στο περιβάλλον απομόνωσης τους. 
Το δέντρο δίνεται υπό κλίμακα 2%. Τιμές κάτω του 50% δεν εμφανίζονται. 
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 Cryptomonas sp. M420 [AJ007280]
 KRL09E02 (9/54)
 Cryptomonas curvata [AM051189]
 Cryptomonas marssonii [EU163586] - Ojeong pond, Naju, Korea
 Chilomonas paramecium [L28811]
Cryptomonadaceae
 KRL06E73 (1/6)
 Teleaulax acuta [AF508275]
 Chroomonas pochmannii [AM901369]
 Plagiomonas amylosa [AF143944]
Cryptophyta
 Jakoba libera [AY117418]
 
Σχήμα 11: Φυλογενετικό δέντρο των φυλoτύπων του 18S rRNA γονιδίου των βιβλιοθηκών 
KRL06E και KRL09E (με μωβ χρώμα), που ομαδοποιήθηκαν στην ταξινομική ομάδα των 
Cryptophyta. Με πράσινο χρώμα παρουσιάζεται φυλότυπος του 18S rRNA γονιδίου της 
βιβλιοθήκης KRL01E (Oikonomou et al. 2012). Στις παρενθέσεις αναφέρονται οι κοινοί 
φυλότυποι (≥ 98%) που βρέθηκαν από το συνολο των φυλοτύπων σε κάθε βιβλιοθήκη. Οι 
αγκύλες περιέχουν των αριθμό της βάσης δεδομένων GenBank που αντιστοιχεί σε κάθε κοντινό 
συγγενή. Οι πληροφορίες που αναγράφονται αναφέρονται στο περιβάλλον απομόνωσης τους. 
Το δέντρο δίνεται υπό κλίμακα 2%. Τιμές κάτω του 50% δεν εμφανίζονται. 
Σχήμα 12: Φυλογενετικό δέντρο των φυλoτύπων του 18S rRNA γονιδίου των βιβλιοθηκών 
KRL03E και KRL06E (με μωβ χρώμα), που ομαδοποιήθηκαν στην ταξινομική ομάδα των 
Mesomycetazoa. Με πράσινο χρώμα παρουσιάζεται φυλότυπος του 18S rRNA γονιδίου της 
βιβλιοθήκης KRL01E (Oikonomou et al. 2012). Στις παρενθέσεις αναφέρονται οι κοινοί 
φυλότυποι (≥ 98%) που βρέθηκαν από το συνολο των φυλοτύπων σε κάθε βιβλιοθήκη. Οι 
αγκύλες περιέχουν των αριθμό της βάσης δεδομένων GenBank που αντιστοιχεί σε κάθε κοντινό 
συγγενή. Οι πληροφορίες που αναγράφονται αναφέρονται στο περιβάλλον απομόνωσης τους. 
Το δέντρο δίνεται υπό κλίμακα 2%. Τιμές κάτω του 50% δεν εμφανίζονται. 
 Ichthyophonida sp. LKM51 [AJ130859] - culture inoculated with  Lake Ketelmeer water
 KRL03E02 (2/72)
 Anurofeca richardsi [AF070445] - faeces of common frog larvae
 KRL06E94 (1/6)
 Sphaeroforma arctica [Y16260] - amphipod
 Ichthyophonida sp. fragrantissima [EU124916] marine invertebrate digestive tracts -Pacific Coast, Canada
 KRL03E12 (1/72)
 Amoebidium parasiticum [Y19155]
 Ichthyophonus irregularis [AF232303] - yellowtail flounder Limanda ferruginea
 Ichthyophonus hoferi [U25637] - Limanda ferruginea
Ichthyophonida
 Sphaerothecum destruens [FN996945] - visceral organs of Leucaspius delineatus
 KRL01E30 [JN090890]
 C75 [JN054684] activated sludge from paper mill wastewater treatment plant
 Dermocystidium sp. [U21336] Salvelinus fontinalis (host)
 Rhinosporidium seeberi [AF158369] - nfected canine nasal polyp (human pathogen)
Dermocystida
MESOMYCETAZOA
 Jakoba libera [AY117418]
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4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ   
4.1. Εποχικές μεταβολές των ευκαρυωτικών οργανισμών 
 
 Οι ευκαρυωτικοί οργανισμοί στην υδάτινη στήλη της λίμνης Κάρλα, 
παρουσιάζουν σημαντικές διακυμάνσεις κατά τους μήνες που ερευνήθηκαν σε αυτήν 
τη μελέτη (Μάϊος, Αύγουστος και Νοέμβριος 2010). Στο τέλος της άνοιξης τα Fungi 
(6/24 φυλότυπους, 25/72 αλληλουχίες) με τα Chlorophyta (6/24 φυλότυπους, 24/72 
αλληλουχίες) φαίνεται να κυριαρχούν έναντι των άλλων οργανισμών. Τα 
αποτελέσματα από το δείγμα του Αυγούστου, υποδηλώνουν μία χαμηλή ποικιλότητα 
των ευκαρυωτών, που αποτελείται πρωτίστως από Fungi (2/5 φυλότυπους, 2/6 
αλληλουχίες) και Stramenopiles (1/5 φυλότυπους, 2/5 αλληλουχίες). Η τελευταία 
ταξινομική ομάδα  μάλιστα, κυριαρχεί κατά το φθινόπωρο (5/12 φυλοτύπους, 29/54 
αλληλουχίες), με τα Alveolata (3/12 φυλτύπους, 13/54 αλληλουχίες) να αποτελούν την 
δεύτερη σε κυριαρχία ταξινομική ομάδα (Πιν. 7).  
 Σύμφωνα με το Reynolds (1980, 1984, 1987), οι μικρές εύτροφες λίμνες, από 
την αρχή της άνοιξης (Μάρτιος) μέχρι και το φθινόπωρο, παρουσιάζουν την ακόλουθη 
σειρά στη διαδοχή των φυτοπλαγκτικών ειδών: Stramenopiles (C) – Chlorophyta (G) – 
Cyanophyta (M) – Stramenopiles (P). Η εποχική ποικιλότητα των ευκαρυωτικών 
οργανισμών, στην υπό μελέτη λίμνη, σύμφωνα με τα αποτελέσματα των βιβλιοθηκών 
Μαΐου, Αυγούστου και Νοεμβρίου 2010, που παρουσιάζονται στην παρούσα εργασία, 
και τα αποτελέσματα των Oikonomou et al. (2012) για τους μήνες Μάρτιο και 
Απρίλιο της ίδιας χρονιάς, γενικά ακολουθεί το ίδιο πρότυπο. Αν και σύμφωνα με τα 
αποτελέσματα μικροσκοπικής ανάλυσης που πραγματοποιήθηκε φαίνεται να 
κυριαρχούν είδη του γένους Cyclotella (Stramenopiles) το μήνα Μάρτιο 2010 
(Oikonomou et al. 2012), με βάση την ποικιλότητα του φυλογενετικού γονιδίου 18S 
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rRNA, δεν παρατηρήθηκε κάτι ανάλογο. Αντίθετα, η ταξινομική ομάδα που φαίνεται 
να κυριαρχεί κατά την εαρινή περίοδο είναι αυτή των Chlorophyta. Σύμφωνα με τον 
Tilman (1986) τα Chlorophyta αφθονούν κάτω από συνθήκες υψηλών θερμοκρασιών 
και κυριαρχούν σε λίμνες όπου το άζωτο, το πυρίτιο και το φως αποτελούν τους 
περιοριστικούς παράγοντες αύξησης. Επίσης, τα είδη του γένους Scenedesmus και 
Chlorella, έχουν σχετιστεί με ρηχές εύτροφες λίμνες, κατά την εαρινή περίοδο (Seip 
& Reynolds 1995). Τα Chlorophyta, επίσης, θεωρούνται οι πρώτοι άποικοι τεχνητών 
λιμών (Williams et al. 1994), ενώ από τους Chrisostomou et al. (2009) παρατηρήθηκε 
η παρουσία τους σε ταμιευτήρες αγροτικών περιοχών. Άλλωστε η πλειοψηφία των 
αερομεταφερούμενων φυκών, ανήκει στα Chlorophyta (Schlichting 1964, Lopez-
Bautista et al. 2007, Sharma et al. 2007, Genitsaris et al. 2011). Η μεγάλη αφθονία 
των Cercozoa (Oikonomou et al. 2012) στην αρχή της άνοιξης (βιβλιοθήκη Μαρτίου) 
φαίνεται να συνδέεται με την παρουσία των Stramenopiles (Taylor & Cattell 1969, 
Hargraves 2002). Τα Fungi που βρέθηκαν σε μεγάλη αφθονία στη βιβλιοθήκη Μαΐου, 
φαίνεται να σχετίζονται με τα Chytridiomycota, εκπρόσωποι των οποίων αποτελούν 
παράσιτα των Chlorophyceae (Lefranc et al. 2005) και των Stramenopiles  (Canter & 
Jaworski 1981). Όταν μία από αυτές τις δύο ταξινομικές ομάδες (Cercozoa και Fungi) 
κυριαρχεί, η άλλη είτε απουσιάζει, είτε απαντάται σε μικρή αφθονία. Αυτό πιθανό να 
οφείλεται στο ότι ανταγωνίζονται για τον ίδιο ξενιστή (Lepere et al. 2006).   
 Η μικρή αφθονία που παρατηρείται στη βιβλιοθήκη Αύγουστου, πιθανόν να 
οφείλεται σε περιορισμένη διαθεσιμότητα των απαιτούμενων θρεπτικών στοιχείων για 
περαιτέρω αύξηση, ή στην υψηλή αλατότητα που καταγράφηκε και πιθανόν να 
ξεπέρασε τα όρια ανοχής των ειδών που διαβιούν στη λίμνη. Επίσης, μερικά είδη που 
ανήκουν στο φυτοπλαγκτό, όπως τα Alexandrium sp. (Arzul et al. 1999, Fistarol et al. 
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2004), Peridinium aciculiferum (Rengefors & Legrand 2001), Nodularia harveyana 
(Pushparaj et al. 1998, Pushparaj et al. 1999), Scytonema hofmannii (Gleason & Baxa 
1986), Oscillatoria sp. (Chauhan et al. 1992, Bagchi et al. 1993), Microcystis aeruginosa 
(Lam & Silvester 1979, Ikawa et al. 1996, Singh et al. 2001), Planktothrix agardhii, 
Anabaena holsaticum, Aphanizomenon elenkinii (Keating 1987), Aphanizomenon 
flexuosum (Haney et al. 1995, Schagerl et al. 2002), έχουν τη δυνατότητα να 
σκοτώνουν άλλα φυτοπλαγκτικά είδη, μέσω της έκκρισης τοξινών, κάτω από συνθήκες 
περιορισμένης διαθεσιμότητας θρεπτικών συστατικών (Edvardsen et al. 1990, Graneli 
& Johansson 2003, Graneli & Flynn 2006). Το φαινόμενο αυτό ονομάζεται 
αλληλοπάθεια (Keating 1999). Δεδομένου ότι μικροφύκη και κυανοβακτήρια 
ευθύνονται για την παρουσία τοξινών στα γλυκά νερά, τα φύκη θεωρούνται λιγότερο 
επικίνδυνα, καθώς η δραστικότητα των τοξινών τους, αλλά και η δυνατότητα 
αύξησης/άνθισης τους, είναι πολύ μικρότερες από αυτές των κυανοβακτηρίων (Smith & 
Doan 1999, Zaccaroni & Scaravelli 2008).  Παρόλο που κύριος σκοπός αυτής της 
δραστηριότητας είναι, όπως αναφέρθηκε προηγουμένως, να αναστέλλουν την αύξηση 
άλλων φυτοπλακτικών ειδών, οι μαζικοί θάνατοι ψαριών είναι  συνήθως  το πρώτο 
άμεσο αποτέλεσμα που παρατηρείται (Graneli et a.l 2008). Τρεις ακόμη λόγοι που 
υποστηρίζουν αυτή την υπόθεση στη συγκεκριμένη περίπτωση, είναι η παρουσία μόλις 
πέντε ευκαρυωτικών ειδών (κυρίως παρασιτικών), η άνθιση των κυανοβακτηρίων κατά 
την ίδια χρονική περίοδο (Πετρίδου, αδημοσίευτα δεδομένα) και τα νεκρά ψάρια που 
βρέθηκαν στην λίμνη Κάρλα τις πρώτες μέρες του Σεπτεμβρίου του 2010. Σαν πιθανή 
αιτία θα μπορούσαμε να αναφέρουμε και την πίεση των φυτοφάγων οργανισμών 
(Porter 1973), αλλά κάτι τέτοιο δεν έχει μελετηθεί στην παρούσα λίμνη. Η κυριαρχία 
των Stramenopiles στην βιβλιοθήκη Νοεμβρίου και η παρουσία ελάχιστων φυλοτύπων 
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που ανήκουν στην ταξινομική ομάδα Cryptophyceae,  συμβαδίζουν με το πρότυπο του 
Reynolds.  
4.2. Σύγκριση των βιβλιοθηκών KRL01E, KRL02E, KRL03E, KRL06E, KRL09E - 
Εμφάνιση κοινών φυλοτύπων  
 
Κριτήριο ομοιότητας ≥ 98%, χρησιμοποιήθηκε ώστε να συγκριθούν οι φυλότυποι 
των βιβλιοθηκών Μαΐου (KRL03E), Αυγούστου (KRL06E) και Νοεμβρίου (KRL09E) 
μεταξύ τους (Εικ. 1), αλλά και με τους φυλότυπους των βιβλιοθηκών Μαρτίου 
(KRL01E) και Απριλίου (KRL02E) των Oikonomou et al. (2012) (Πιν. 8).  
 
 
Εικόνα 1: Διάγραμμα Venn κοινών φυλοτύπων (≥ 98%) μεταξύ των  
βιβλιοθηκώνβιβλιοθηκών KRL03E, KRL06E, KRL09E. 
 
Μέσα από αυτή τη σύγκριση, βρέθηκαν τρεις κοινοί φυλότυποι μεταξύ των 
βιβλιοθηκών KRL03E και KRL06E, που ανήκουν στις ταξινομικές ομάδες των Fungi 
και των Mesomycetazoa. Οι βιβλιοθήκες KRL03E και KRL09E παρουσιάζουν επτά 
κοινούς φυλότυπους, που ανήκουν στις ταξινομικές ομάδες των Alveolata, 
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Stramenopiles και Chlorophyta. Κοινοί φυλότυποι μεταξύ των βιβλιοθηκών KRL06E 
και KRL09E δεν παρατηρήθηκαν. Συγκρίνοντας τα αποτελέσματα αυτών των 
βιβλιοθηκών με τα αποτελέσματα των Oikonomou et al. (2012), παρατηρήθηκαν κοινοί 
φυλότυποι κυρίως με αυτούς της βιβλιοθήκης Μαρτίου, ενώ σχεδόν όλοι οι κοινοί 
φυλότυποι σχετίζονταν με είδη που ανήκουν στις ταξινομικές ομάδες των Chlorophyta 
και των Stramenopiles.  
 
Πίνακας 8: Εμφάνιση κοινών φυλοτύπων (≥ 98%) μεταξύ των βιβλιοθηκών KRL01E, 
KRL02E των Oikonomou et al. (2012) και των βιβλιοθηκών KRL03E, KRL06E, KRL09E, της 
παρούσας εργασίας. Οι κοινοί φυλότυποι παρουσιάζονται οριζόντια. Με μπλε χρώμα 
παρουσιάζονται αυτοί που συναντώνται σε δυο βιβλιοθήκες, με ροζ σε τρεις και με κόκκινο σε 
τέσσερις. 
Κοινοί φυλότυποι (2010) Ταξινομική 
ομάδα 
Μάρτιος Απρίλιος Μάιος Αύγουστος Νοέμβριος 
  KRL03E17 KRL06E139  Fungi 
  KRL03E21 KRL06E206  Fungi 
  KRL03E02 KRL06E94  Mesomycetazoa 
  KRL03E03  KRL09E21 Alveolata 
  KRL03E38  KRL09E10 Alveolata 
  KRL03E57  KRL09E06 Alveolata 
  KRL03E85  KRL09E22 Stramenopiles 
  KRL03E75  KRL09E14 Stramenopiles 
KRL01E33    KRL09E17 Stramenopiles 
KRL01E11    KRL09E36 Chlorophyta 
KRL01E31 KRL09E02 Cryptophyta 
KRL01E24  KRL03E08  KRL09E05 Stramenopiles 
KRL01E18 KRL02E41 KRL03E40   Chlorophyta 
KRL01E21 KRL02E33 KRL03E07  KRL09E46 Chlorophyta 
 
 
Οι κοινοί φυλότυποι KRL03E17 - KRL06E139 και KRL03E21 – KRL06E206, που 
ομαδοποιήθηκαν στην ταξινομική ομάδα των Fungi, δεν σχετίζονται με άλλους 
γνωστούς φυλότυπους από τις βάσεις δεδομένων και αποτελούν καινούργια τάξα.  
Κοινοί φυλότυποι (KRL03E03 – KRL09E21, ΚRL03E57 – KRL09E06), που 
ομαδοποιήθηκαν στην ταξινομική ομάδα των Alveolta και σχετίζονται με 
ακαλλιέργητους φυλότυπους που φαίνεται να ανήκουν στο γένος Colpodella (Lefevre 
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et al. 2007) καθώς και οι KRL03E38 – KRL09E10, που σχετίζονται με τα είδη 
Pseudopfiesteria shumwayae και Pfiesteria piscicida, αποτελούν ετερότροφα είδη και η 
παρουσία τους φαίνεται να εξαρτάται από τη διαθεσιμότητα της τροφής τους 
(Burkholder & Glasgow 1997, Arndt et al. 2000). Περιοριστικός παράγοντας των 
KRL03E02 - KRL06E94, φαίνεται να αποτελεί η διαθεσιμότητα του κύριου ξενιστή 
τους (Wong et al. 1994). Κοινοί φυλότυποι (KRL01E21 – KRL02E33 – KRL03E07 – 
KRL09E46, KRL01E18 – KRL02E41 – KRL03E40) που ομαδοποιήθηκαν στην 
ταξινομική ομάδα των Chlorophyta και σχετίζονται με είδη του γένους Scenedesmus, 
έχουν βρεθεί να διαβιούν σε ποικίλα περιβάλλοντα, ενώ θεωρούνται συχνά κυρίαρχα 
είδη σε λίμνες γλυκού νερού και ποτάμια (Borowitzka & Borowitzka 1998). Οι κοινοί 
φυλότυποι που παρατηρήθηκαν στις τέσσερις από τις πέντε βιβλιοθήκες (KRL01E21, 
KRL02E33, KRL03E07, KRL09E46), υποδηλώνουν την παρουσία τους στη λίμνη, 
καθ’ όλη την διάρκεια του έτους. Αρκετοί κοινοί φυλότυποι (KRL03E85 – KRL09E22, 
KRL01E24 – KRL03E08 – KRL09E05, KRL03E75 – KRL09E14, KRL01E33 – 
KRL09E17), ομαδοποιήθηκαν στην ταξινομική ομάδα των Stramenopiles που κύριος 
περιοριστικός παράγοντάς τους αποτελεί η διαθεσιμότητα πυριτίου. Ωστόσο τα είδη με 
τα οποία σχετίζονται οι φυλότυποι αυτοί φαίνεται να παρουσιάζουν και άλλες 
περιβαλλοντικές προτιμήσεις. Χαρακτηριστικό παράδειγμα αποτελούν τα είδη του 
γένους Thalassiosira, με τα οποία σχετίζονται οι κοινοί φυλότυποι KRL01E33 – 
KRL09E17, που θεωρούνται ευρύαλα και ευρύθερμα (Baek et al. 2011) και φαίνεται να 
κυριαρχούν συχνά την άνοιξη και το φθινόπωρο σε ανθίσεις φυτοπλαγκού (Chan et al. 
1991, Waite et al. 1992, Shinada et al. 1999, Harris et al. 2007, Assmy & Smetacek 
2012), με περιοριστικό παράγοντα αύξησης τη διαθεσιμότητα θρεπτικών στοιχείων 
(Maestrini et al. 1997). Επίσης το είδος Cyclotela meneghiniana, με το οποίο 
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σχετίζονται οι κοινοί φυλότυποι KRL01E24 – KRL03E08 – KRL09E05, παρουσιάζει 
μικρό ρυθμό αύξησης σε θερμοκρασίες ≥28°C (Mitrovic et al. 2010), δικαιολογώντας 
πιθανόν την απουσία του από τη βιβλιοθήκη Αυγούστου. Όσον αφορά τους κοινούς 
φυλότυπους KRL01E33 – KRL09E02, ομαδοποιήθηκαν στην ταξινομική ομάδα των 
Cryptophyta, τα είδη της οποίας φαίνεται να ευνοούνται σε χαμηλές θερμοκρασίες 
(Kugrens & Clay 2010), ενώ παρουσιάζουν αφθονία και κάτω από συνθήκες χαμηλής 
φωτεινής έντασης (Morgan & Kalff 1979).  
Σε αυτό το σημείο θα πρέπει επίσης να αναφερθεί ότι στη βιβλιοθήκη KRL01E 
(Oikonomou et al. 2012) παρατηρήθηκαν φυλότυποι που φαίνεται να σχετίζονται με είδη 
που ανήκουν στις ταξινομικές ομάδες Haptophyceae, Katablepharidophyta, Euglenozoa 
και Choanoflaggellata. Ωστόσο στις υπόλοιπες βιβλιοθήκες (KRL02E, KRL03E, 
KRL06E, KRL09E), δεν ομαδοποιήθηκαν φυλότυποι σε αυτές τις ταξινομικές ομάδες. 
Η απουσία της κάθε μίας οφείλεται σε διαφορετικούς λόγους. Για παράδειγμα, ο 
φυλότυπος KRL01E9 (4/143 αλληλουχίες) που ομαδοποιήθηκε στην ταξινομική ομάδα 
των Haptophyceae, σχετίζεται στενά με το είδος Prymnesium parvum, που μπορεί να 
αναπτυχθεί σε ένα μεγάλο εύρος αλατότητας (Shilo 1971, Edvardsen & Paasche 1998, 
Baker et al. 2007). Ωστόσο, εξαιτίας του σχετικά αργού ρυθμού αύξησής του, κυριαρχεί 
όταν τα θρεπτικά κυμαίνονται σε χαμηλά επίπεδα, καθώς δεν μπορεί να ανταγωνιστεί 
τα άλλα είδη, όταν τα επίπεδα των θρεπτικών αυξάνονται (Guo et al. 1996). Επίσης 
ανθίσεις αυτού έχουν παρατηρηθεί στις αρχές της άνοιξης, υποδηλώνοντας ότι η 
θερμοκρασία αποτελεί σημαντικό παράγοντα αύξησης του (Baker et al. 2007). Όσον 
αφορά το φυλότυπο KRL01E6 (5/143 αλληλουχίες) που ομαδοποιήθηκε στην 
ταξινομική ομάδα των Katablepharidophyta, αποτελείται από κοσμοπολίτικα 
ετερότροφα είδη (Vors 1999, Sherr & Sherr 2002). Από ετερότροφα είδη αποτελείται 
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και η ταξινομική ομάδα των Choanoflagellata, όπου ομαδοποιήθηκαν οι φυλότυποι 
KRL01E19 (3/143 αλληλουχίες) και KRL01E12 (1/143 αλληλουχίες). Η αφθονία των 
ειδών αυτής, φαίνεται να εξαρτάται από την παρουσία μικροφυκών (Carrias et al. 1998) 
και από τις συγκεντρώσεις θρεπτικών συστατικών (Lepere et al. 2007). Όσον αφόρα 
την ταξινομική ομάδα των Euglenophyta, οι φυλότυποι που ομαδοποιήθηκαν σε αυτή 
σχετίστηκαν με αυτότροφα είδη (Oikonomou et al. 2012), που εξαρτώνται από τη 
διαθεσιμότητα της βιταμίνης Β-12 (Epstein et al. 1962) ενώ επηρεάζονται και από την 
διάρκεια του κύκλου ημέρας – νύχτας, καθώς η φωτεινή ένταση φαίνεται να αναστέλλει 
τη μίτωση των κυττάρων τους (Cook 1968).  
 
4.3. Ανάλυση φυλοτύπων 
 
 Τα φυλογενετικά δέντρα στην ενότητα 3.3, παρουσιάζουν τους φυλότυπους που 
βρέθηκαν στην παρούσα εργασία,  καθώς και αλληλουχίες πλησιέστερων συγγενών. Με 
βάση αυτά τα στοιχεία,  θα γίνει μια προσπάθεια να προσδιοριστούν τα χαρακτηριστικά 
των μικροσκοπικών ευκαρυωτών που διαβιούν στο υπό μελέτη οικοσύστημα. 
 
4.3.1. Mesomycetazoa 
 Σύμφωνα με τους Hannen et al. (1999) όλα τα είδη που περιλαμβάνονται σε 
αυτή την ταξινομική ομάδα αποτελούν παράσιτα ψαριών, καρκινοειδών και αμφίβιων. 
Φυλότυποι που φαίνεται να ανήκουν στην ταξινομική ομάδα των Mesomycetazoa (Herr 
et al. 1999), βρέθηκαν μόνο στις βιβλιοθήκες του Μαΐου και του Αυγούστου (Σχ. 12). 
Οι φυλότυποι αυτοί, ανήκουν στην τάξη των Ichthyophonida και σχετίζονται στενά με 
τα είδη Sphaeroforma arctica, Ichthyophonida fragrantissima και Anurofeca richardsi. 
Το είδος Ichthyophonida fragrantissima απομονώθηκε από το πεπτικό σύστημα 
θαλάσσιων ασπόνδυλων και  οφείλει το όνομα του στο γλυκό άρωμα που αναδύεται 
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από αυτό (Marshall et al. 2008), ενώ το Anurofeca richardsi αποτελεί παράσιτο των 
μελών της τάξης Anura (Baker et al. 1999).  
4.3.2. Fungi 
 
 Στην ταξινομική ομάδα των Fungi ομαδοποιήθηκαν συνολικά εννέα φυλότυποι  
οι οποίοι συναντώνται και από τις τρεις βιβλιοθήκες. Για βέλτιστη απεικόνιση των 
φυλογενετικών σχέσεών τους, οι φυλότυποι παρουσιάζονται σε δύο φυλογενετικά 
δέντρα (Σχ. 4 & 5). Όσον αφορά το πρώτο (Σχ. 4), οι φυλότυποι και των τριών 
βιβλιοθηκών φαίνεται να σχετίζονται με φυλότυπους ακαλλιέργητων 
μικροοργανισμών που προέρχονται από ίζημα, γλυκό αλλά και θαλασσινό νερό. 
Σημαντικό είναι να αναφερθεί ότι παρουσιάζουν μεγάλη ομοιότητα με φυλότυπους 
(kor_110904_24, kor_250804_14) που προέρχονται από την εύτροφη και εξαιρετικά 
υποβαθμισμένη λίμνη Κορώνεια, που βρίσκεται σε στάδιο γήρανσης (Genitsaris et al. 
2009). Επίσης δύο κοντινοί συγγενείς (GU067958, GU067817) σύμφωνα με τους 
Freeman et al. (2009) φαίνεται να ανήκουν στα Chytridiomycota. Οι φυλότυποι που 
παρουσιάζονται στο δεύτερο φυλογενετικό δέντρο (Σχ. 5), ανήκουν πάλι στους 
μύκητες. Οι ακαλλιέργητοι μικροοργανισμοί, που φαίνεται να σχετίζονται στενά με 
τους φυλότυπους KRL03E80 και KRL03E32, προέρχονται από τη βαθιά, ολιγό – 
μεσότροφη, ηφαιστιακή λίμνη Pavin στη Γαλλία (Lefèvre et al. 2007) και από τη 
λίμνη Ketelmeer (Van Hannen et al. 1999), το ίζημα της οποίας είναι εμπλουτισμένο 
από βαρέα μέταλλα (Hulscher et al. 2002). Οι οργανισμοί αυτοί, σύμφωνα με τους 
Lefèvre et al. (2007), είναι ετερότροφοι οργανισμοί που φέρουν μαστίγιο και 
τρέφονται από βακτήρια και πικοπλαγκτόν. Οι κοινοί φυλότυποι KRL06E139 - 
KRL03E17 και οι KRL03E21 – KRL06E206, δεν σχετίζονται στενά με άλλους 
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οργανισμούς από την βάση δεδομένων και αποτελούν καινούργια τάξα στον κλάδο 
των Fungi. 
 Και στις δύο περιπτώσεις, τα μόνα γνωστά είδη που βρέθηκαν κοντά στους 
φυλότυπους της παρούσας εργασίας, φαίνεται να ανήκουν στο φύλο Chytridiomycota.  
Τα είδη αυτού του φύλου, συναντώνται σε ποικίλα περιβάλλοντα (Powell 1993), 
παρασιτούν σε φύκη και Cyanobacteria και είναι τα μόνα ανάμεσα στα Fungi, που 
παράγουν «σπόρια» τα οποία διαθέτουν μαστίγιο για να μετακινούνται (James et al. 
2006), το οποίο φαίνεται να χάνουν κατά την εξελικτική προσαρμογή τους, από το 
νερό προς την ξηρά (Liu et al. 2006).  
 
4.3.3. Copepoda 
 Παρόλο που πραγματοποιήθηκε προ-διήθηση του δείγματος σε ηθμό με 
μέγεθος πόρων 20μm, ένας φυλότυπος της βιβλιοθήκης Μαΐου (KRL03E64) βρέθηκε 
να ανήκει στην ταξινομική ομάδα των Copepoda (Σχ. 6). Αυτό πιθανόν να οφείλεται 
στο ότι τμήμα του σώματος του παρακρατήθηκε στον ηθμό κατά την διήθηση του 
δείγματος. Ο φυλότυπος αυτός σχετίζεται με είδη της οικογένειας Cyclopidae. Οι 
εκπρόσωποι αυτής, στα γλυκά νερά, αποτελούν κυρίως παρασιτικούς οργανισμούς για 
ψάρια και μαλάκια, αλλά και συμβιώτες ασπόνδυλων (Boxshall & Strong 2006, 
Boxshall & Defage 2008). 
4.3.4. Alveolata 
 Οι έξι φυλότυποι που ομαδοποιήθηκαν στην ταξινομική ομάδα των Alveolata 
(Σχ. 7), προέρχονται από τις βιβλιοθήκες του Αυγούστου και του Νοεμβρίου. Οι 
τέσσερις απ’ αυτούς (KRL03E57, KRL09E06, KRL03E03, KRL09E21), 
τοποθετήθηκαν κοντά σε φυλότυπους ακαλλιέργητων μικροοργανισμών, που 
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απομονώθηκαν επίσης από λίμνες και σχετίζονται με το μαστιγωτό αρπακτικό είδος 
Colpodela edax (Leander et al. 2003), που διαβιεί τόσο σε γλυκά όσο και σε θαλάσσια 
ύδατα (Myl’nikov 1991). Πιθανόν καταναλώνει μικρά πρώτιστα (Arndt et al. 2000) 
και διαφέρει από τα άλλα μαστιγωτά αρπακτικά, στο ότι τρέφεται απομυζώντας το 
περιεχόμενο του κυττάρου (Brugerolle 2002).  
 Οι άλλοι δύο φυλότυποι (KRL03E38 και KRL09E10), σχετίζονται στενά με τα 
ετερότροφα δυνομαστιγωτά είδη Pseudopfiesteria shumwayae και Pfiesteria piscicida. 
Στα δινομαστιγωτά ανήκουν οργανισμοί που είναι αυτότροφοι, ετερότροφοι, 
ενδοσυμβιώτες ασπόνδυλων, και έξω- ή ενδοπαράσιτα (Schnepf & Elrachter 1992). Το 
είδος Pfiesteria piscicida, ανακαλύφθηκε στα τέλη του 1980 (Smith et al. 1988) και 
συνδέθηκε με μαζικούς θανάτους ψαριών (Burkholder et al. 1992, Noga et al. 1996), 
που φαίνεται να οφείλονται στην απελευθέρωση ισχυρών ιχθυοτοξινών (Smith et al. 
1988, Burkholder et al. 1995). Για τον ίδιο λόγο, θεωρείται υπεύθυνο και για 
περιστατικά ανθρώπινων ασθενειών, μέσω της κατανάλωσης ψαριών (Steidinger et al. 
2006) που έχουν εκτεθεί στις ιχθυοτοξίνες, (Burkholder & Glasgow 1997). Όσον αφορά 
το είδος Pseudopfiesteria shumwayae, όπως και για όλα όσα παρουσιάζουν ομοιότητες 
με το γένος Pfiesteria, αν και δεν είναι γνωστή η  παθογενετικότητα τους, τα 
χαρακτηριστικά ανάπτυξης και προτίμησης στη διατροφή τους, παρουσιάζουν 
ομοιότητες με το είδος Pfiesteria piscicida. Τα είδη αυτά αυξάνονται όταν αυξάνονται 
και οι εισροές θρεπτικών στοιχείων, γιατί οδηγούν στην αύξηση των φυτοπλαγκτικών 
ειδών που αποτελούν την λεία τους (Burkholder & Glasgow 1997). 
4.3.5. Stramenopiles 
 Τα Stramenopiles έχουν ιδιαίτερη οικολογική σημασία, καθώς συμβάλλουν 
σημαντικά στον κύκλο του άνθρακα και του πυριτίου (Treguer et al. 1995, Mann 1999). 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 08:49:23 EET - 137.108.70.7
40 
 
Θεωρούνται θαλασσινά είδη και παρόλο που η αλατότητα αποτελεί περιοριστικό 
παράγοντα για αυτά  (Round & Sims, 1980), εκπρόσωποί τους έχουν βρεθεί και σε 
γλυκά νερά (Weber 1970, Edlund et al. 2000). Στη λίμνη Κάρλα, 10 φυλότυποι 
βρέθηκαν να ανήκουν σε αυτή την ταξινομική ομάδα (Σχ. 8). Επίσης, οι κυρίαρχοι 
φυλότυποι των βιβλιοθηκών του Αυγούστου (KRL09E37) και του Νοεμβρίου 
(KRL06E127), ανήκουν σε αυτή και σχετίζονται 99% και 98%, αντίστοιχα, με το 
θαλάσσιο είδος Chaetoceros gracilis (Damste et al. 2004). Λαμβάνοντας όλα αυτά 
υπόψη, η αφθονία αυτή, πιθανόν να οφείλεται στις υψηλές τιμές αλατότητας που 
παρατηρήθηκαν στη λίμνη. Η απουσία του από τη βιβλιοθήκη Μαΐου πιθανόν να 
οφείλεται σε χαμηλή διαθεσιμότητα πυριτίου, δεδομένου της χαμηλής αφθονίας των 
Stramenopiles στην συγκεκριμένη βιβλιοθήκη.  
 Οι φυλότυποι KRL09E05, KRL09E17 και KRL03E08, βρέθηκαν κοντά σε είδη 
που η εμφάνιση τους σε γλυκά νερά είναι συχνή (Hasle & Syvertsen 1997, Stoermer & 
Julius 2003). Οι φυλότυποι KRL03E85 και KRL09E22 παρουσιάζουν ομοιότητα με το 
είδος Goniochloris sculpta. Ο φυλότυπος KRL03E60, σχετίζεται στενά με το είδος 
Pseudotetraedriella kamillae που παρατηρήθηκε στην ολιγότροφη τεχνητή λίμνη 
Stechlin στη Γερμανία  (Hegewald et al. 2007). Σύμφωνα με τους Hegewald et al. 
(2007) είναι ένα είδος που συναντάται σε χαμηλή αφθονία κατά την περίοδο της 
άνοιξης και του φθινοπώρου. Οι φυλότυποι KRL03E75 και KRL09E14 παρουσιάζουν 
ομοιότητα με το είδος Lagenidium caudatum, που απομονώθηκε από νηματώδη ξενιστή 
που αναπτυσσόταν σε κόπρανα κουνελιών και αγελάδων (Beakes et al. 2006).   
 
4.3.6. Cercozoa 
 Στη ταξινομική ομάδα των Cercozoa, ομαδοποιήθηκαν δύο φυλότυποι που 
ανήκουν στη βιβλιοθήκη του Μαΐου (Σχ. 9). Ο KLR03E11, σχετίζεται στενά με 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 08:49:23 EET - 137.108.70.7
41 
 
αλληλουχίες ακαλλιέργητων μικροοργανισμών. Στον ίδιο κλάδο ωστόσο βρέθηκαν 
και τα είδη Platyreta germanica και Arachnula impatiens που παρασιτούν σε μύκητες, 
φύκη, νηματώδη και ενδεχομένως σε βακτήρια (Bass et. al. 2009). Ο KRL03E39 
βρέθηκε κοντά στα είδη Cryothecomonas longipes και Protaspis grandis, που 
απομονώθηκαν από θαλάσσιο περιβάλλον. Το C. longipes αποτελεί ένα επιλεκτικό 
παρασιτικό μαστιγωτό είδος, που παρασιτεί κυρίως σε Stramenopiles (Kuhn et. al. 
2000) και μπορεί να προκαλέσει θνησιμότητες μεταξύ των φυτοπλαγκτικών 
πληθυσμών (Drebes et al. 1996, Kuhn et al. 1996, Tillmann et al. 1999). 
 
4.3.7. Chlorophyta 
 Τα Chlorophyta έχουν μεγάλη οικολογική σημασία, καθώς αποτελούν τους 
κύριους παραγωγούς σε συστήματα γλυκού νερού. Φυλότυποι που ανήκουν στην 
ταξινομική ομάδα των Chlorophyta (Σχ. 10) συναντώνται μόνο στις βιβλιοθήκες του 
Μαΐου και του Νοεμβρίου. Ο φυλότυπος KRL03E07, αποτελεί τον κυρίαρχο της 
βιβλιοθήκης Μαΐου (16/72) και σχετίζεται 99% με το είδος Scenedesmus pectinatus. 
Ενδιαφέρον επίσης παρουσιάζει ο φυλότυπος KRL03E49, που σχετίζεται με είδη που 
απομονώθηκαν από υγρά απόβλητα (Yuan et al. 2011) και από τη λίμνη Kinneret 
(Hanagata et al. 1999), που αποτελεί τη μοναδική λίμνη (γλυκού νερού) στον κόσμο 
που η στάθμη της βρίσκεται γύρω στα 200 μέτρα κάτω από την επιφάνεια της 
θάλασσας. Με είδη του γένους Scenedesmus, σχετίζονται επίσης οι φυλότυποι 
KRL09E46, KRL03E19 και KRL03E40. Οι υπόλοιπες αλληλουχίες (KRL03E42, 
KRL03E76) που ομαδοποιήθηκαν στην ταξινομική ομάδα των Chlorophyta 
σχετίζονται με είδη της οικογένειας Oocystaceae. Τα είδη του γένους Oocystis έχουν 
συχνά καταγραφεί σε συστήματα γλυκού νερού (Hepperle et al. 2000), ενώ τα είδη 
του γένους Scenedesmaceae, προτιμούν κυρίως τα στάσιμα γλυκά νερά (Bellinger & 
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Sigee 2010), και παρόλο που έχουν καταγραφεί αρκετές περιστασιακές ανθίσεις τους, 




 Τα Cryptophyta περιλαμβάνουν αυτότροφα και ετερότροφα είδη (Mignot 1965, 
McFadden et al. 1994). Αν και θεωρούνται υπεύθυνα για ανθίσεις φυτοπλαγκτού 
(Nishijima 1990, Novarino 2003), στη λίμνη Κάρλα βρέθηκαν σε μικρή αφθονία. Στην 
ταξινομική ομάδα των Cryptophyta (Σχ. 11) περιλαμβάνονται φυλότυποι μόνο από τις 
βιβλιοθήκες του Αυγούστου και του Νοεμβρίου. Ο φυλότυπος KRL06E73 φαίνεται να 
είναι αρκετά απομακρυσμένος από τους κοντινότερους συγγενείς που 
χρησιμοποιήθηκαν για την κατασκευή του δέντρου. Ωστόσο, φαίνεται να σχετίζεται με 
το ετερότροφο είδος Chilomonas paramecium (Cavalier-Smith et al. 1994), εν αντιθέσει 
με τον φυλότυπο KRL09E02, που παρουσιάζει μεγάλη ομοιότητα (99%) με το 
φωτοσυνθετικό είδος Cryptomonas curvata (Marin et al. 1998).  
4.4. Σύγκριση των εποχικών μεταβολών των ευκαρυωτικών οργανισμών της λίμνης 
Κάρλα, με άλλα ελληνικά λιμναία οικοσυστήματα.  
Εκτός από τα αποτελέσματα των Oikonomou et al. (2012), που χρησιμοποιήθηκαν 
για να προσδιορισθεί η εποχική ποικιλότητα των ευκαρυωτικών οργανισμών στην 
λίμνη Κάρλα, καθώς και τα αποτελέσματα των Genitsaris et al. (2009) από τη λίμνη 
Κορώνεια, δεν υπάρχουν άλλες μελέτες για ευκαρυωτικούς οργανισμούς σε ελληνικές 
λίμνες που να βασίζονται στην ίδια τεχνική. Οι υπάρχουσες μελέτες που αναφέρονται 
στην εποχική ποικιλότητα των φυτοπλακτικών ειδών, βασίζονται στην μέθοδο 
Utermöhl (1958) και αφορούν τις λίμνες Βόλβη (Moustaka-Gouni 1993), Παμβώτιδα 
(Kagalou et al. 2001, Romero et al. 2002, Kagalou et al. 2003,) Κερκίνη (Kamarianos 
et al. 1993), Δοϊράνη (Temponeras et al. 2000) και τη λίμνη της Καστοριάς 
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(Moustaka-Gouni et al. 2007). Σύμφωνα με τα αποτελέσματα αυτών των εργασιών, η 
εποχική ποικιλότητα των ευκαρυωτικών οργανισμών της λίμνης Κάρλα φαίνεται να 
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 Στην παρούσα Μεταπτυχιακή Διπλωματική Εργασία μελετήθηκε η ποικιλότητα 
των μικροσκοπικών ευκαρυωτών στην υδάτινη στήλη της λίμνης Κάρλα, όπου η 
οικολογική διαδοχή των βιοκοινοτήτων διακόπηκε λόγω της αποξήρανσης της το 1962 
(αναφέρεις το 1962 στην εισαγωγή), και επανεκκινήθηκε τεχνητά τα τελευταία χρόνια, 
που βρίσκεται υπό συνθήκες πλήρωσης. Ο προσδιορισμός της ποικιλότητας, 
πραγματοποιήθηκε μέσω της φυλογενετικής ανάλυσης του γονιδίου 18S rRNA, από 
δείγματα νερού που συλλέχθηκαν κατά τους μήνες Μάιο, Αύγουστο και Νοέμβριο του 
2010. Οι αλληλουχίες που ανακτήθηκαν από τις 3 βιβλιοθήκες, ομαδοποιήθηκαν με 
κριτήριο ομοιότητας ≥ 98% σε φυλότυπους, που ανήκουν στις ακόλουθες ταξινομικές 
ομάδες: Cercozoa, Alveolata, Chlorophyta, Fungi, Stramenopiles, Mesomycetazoa, 
Cryptophyta, Copepoda. Οι δείκτες ποικιλότητες παρουσιάζουν υψηλές τιμές για τις 
βιβλιοθήκες του Μαΐου και του Νοεμβρίου, σε αντίθεση με την βιβλιοθήκη Αυγούστου. 
Στο τέλος της άνοιξης (βιβλιοθήκη Μαΐου), τα Fungi (6/24 φυλότυπους, 25/72 
αλληλουχίες) με τα Chlorophyta (6/24 φυλότυπους, 24/72 αλληλουχίες) φαίνεται να 
κυριαρχούν έναντι των άλλων οργανισμών. Η βιβλιοθήκη του Αυγούστου, αποτελείται 
πρωτίστως από Fungi (2/5 φυλότυπους, 2/6 αλληλουχίες) και Stramenopiles (1/5 
φυλότυπους, 2/5 αλληλουχίες). Τα Stramenopiles κυριαρχούν και κατά το φθινόπωρο 
(βιβλιοθήκη Νοεμβρίου, 5/12 φυλοτύπους, 29/54 αλληλουχίες), με τα Alveolata (3/12 
φυλτύπους, 13/54 αλληλουχίες) να αποτελούν τη δεύτερη σε κυριαρχία ταξινομική 
ομάδα. 
Με κριτήριο ομοιότητας ≥ 98%, φυλότυποι της βιβλιοθήκης KRL03E βρέθηκαν 
να είναι όμοιοι με φυλότυπους των βιβλιοθηκών KRL06E και KRL09E. Οι τελευταίες 
δύο δεν παρουσιάζουν όμοιους φυλοτύπους μεταξύ τους. Σε σύγκριση με τα 
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αποτελέσματα των  βιβλιοθηκών των Oikonomou et al. (2012), φυλότυποι που 
σχετίζονται με δύο είδη του γένους Scenedemus, παρατηρήθηκαν στις τέσσερις από τις 
πέντε βιβλιοθήκες, υποδηλώνοντας την παρουσία τους στη λίμνη, καθ’ όλη την 
διάρκεια του έτους. Επίσης τρεις φυλότυποι της βιβλιοθήκης Μαρτίου, παρουσιάζουν 
ομοιότητες μόνο με φυλοτύπους της βιβλιοθήκης Νοεμβρίου, που πιθανόν να οφείλεται 
στην προτίμηση αυτών των ειδών στις συνθήκες που δημιουργούνται κατά τους 
ψυχρότερους μήνες (φθινοπώρου - αρχές άνοιξης).  
 Μέσα από τα αποτελέσματα της παρούσας εργασίας και τα αποτελέσματα για 
τους μήνες Μάρτιο και Απρίλιο που παρουσιάζονται από τους Oikonomou et al. (2012), 
η εποχική ποικιλότητα των ευκαρυωτικών οργανισμών στην λίμνη Κάρλα, σύμφωνα με 
τον Reynolds (1984) φαίνεται να ακολουθεί το τυπικό πρότυπο που παρατηρείται στις 
ρηχές εύτροφες λίμνες, από την αρχή της άνοιξης (Μάρτιος), μέχρι και το φθινόπωρο. 
Τα Cercozoa κυριαρχούν (το χειμώνα;), με τα Chlorophyta να ακολουθούν κατά την 
εαρινή περίοδο.  Τα τελευταία αντικαθίστανται από τα Cyanobacteria το καλοκαίρι, 
ενώ τα Fungi με τα Stramenopiles κυριαρχούν το φθινόπωρο που η θερμοκρασία της 
λίμνης επανέρχεται σε χαμηλότερα επίπεδα. Η παρουσία των Cercozoa φαίνεται να 
συνδέεται με την παρουσία των Stramenopiles, (Taylor & Cattell 1969, Hargraves 
2002) ενώ τα Fungi που βρέθηκαν σχετίζονται με Chytridiomycota, εκπρόσωποι των 
οποίων αποτελούν παράσιτα των Chlorophyceae  (Lefranc et al. 2005) και των 
Stramenopiles.   
Τα είδη που σχετίζονται με τους φυλοτύπους που βρέθηκαν, απομονώθηκαν από 
ποικίλα περιβάλλοντα, που περιλαμβάνουν ολιγότροφες λίμνες, μέχρι υγρά αποβλήτων. 
Αρκετά από αυτά τα είδη, αποτελούν παράσιτα φυκών, σπονδυλωτών και ασπόνδυλων 
(Cryothecomonas longipes, Lagenidium caudatum). Είδη που ανήκουν στην ταξινομική 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 08:49:23 EET - 137.108.70.7
46 
 
ομάδα των Alveolata (Pseudopfiesteria shumwayae, Pfiesteria piscicida), φαίνεται να 
παράγουν ιχθυοτοξίνες και να συνδέονται με μαζικούς θανάτους ψαριών και 
ανθρώπινων ασθενειών. Φυλότυποι που ανήκουν στα Fungi, ταξινομήθηκαν κοντά 
στον κλάδο των Chytridiomycota, που αποτελούν παράσιτα των μικροφυκών και των 
κυανοβακτηρίων. Επίσης βρεθήκαν φυλότυποι που φαίνεται να ανήκουν στην 
ταξινομική ομάδα των Mesomycetazoa (Icthyophonida fragrantissima, Anurofeca 
richardsi), όλα τα είδη της οποίας αποτελούν παράσιτα ψαριών, καρκινοειδών και 
αμφίβιων. Οι υψηλές θερμοκρασίες που καταγράφηκαν κατά τις δειγματοληψίες, 
πρέπει να σχετίζονται με το μικρό βάθος και την έκταση της λίμνης (Seip & Reynolds 
1995), ενώ η υψηλή αλατότητα την καθιστά ευνοϊκό περιβάλλον για την ανάπτυξη 
θαλάσσιων ειδών όπως το Chaetoceros gracilis. Συμπερασματικά, θα πρέπει να 
αναφερθεί ότι αυτό το νεοσχηματιζόμενο, ασταθές και ταυτοχρόνως μοναδικό 
οικοσύστημα, κατά τους μήνες που μελετήθηκαν και σχολιάστηκαν στην παρούσα 
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7. ABSTRACT  
The seasonal succession of microscopic eukaryotes in the water column of Lake 
Karla was studies. The ecological succession of communities was stopped in 1962 
because it was drained and has been restarted in recent years artificially, when the 
reservoir began refilled. The investigation of the diversity was made with molecular 
techniques, based on clone libraries of 18S rRNA gene diversity, from water samples 
that had been collected in May, August and November 2010. 
A total of 72, 6 and 54 sequences from the respective libraries was identified, 
and these were clustered with ≥98% similarity level in 24, 5 and 12 unique phylotypes, 
respectively.  In the May (KRL03E) and November (KRL09E) libraries, high 
abundance of phylotypes was observed in contrast with the August library (KRL06E). 
The phylotypes were grouped into eight taxonomic groups: Cercozoa, Alveolata, 
Chlorophyta, Fungi, Stramenopiles, Mesomycetazoa, Cryptophyta and Copepoda. In 
May, Fungi (34,7%) dominated, followed by the Chlorophyta (33,3%). The results from 
the August sample showed low eukaryotic abundance, consisting primarily of Fungi 
(33,3%) and Stramenopiles (33,3%). The last taxon was dominant (53,7%) in autumn, 
too (November), followed by the Alveolta (24%). 
Based on the results of this study along with those from March and April 2010, 
presented elsewhere, the seasonal succession of eukaryotic diversity in Lake Karla, 
seemed to follow the typical model observed in other shallow eutrophic lakes.  
Chlorophyta dominated in spring. In summer, there was low abundance, possibly 
because of the Cyanobacteria bloom, while Stramenopiles dominated in autumn when 
the lake temperature drops. The high abundance of Cercozoa in early spring (March’s 
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library) and of Fungi in the May and November clone libraries was due to the 
dominance of Chlorophyta and Stramenopiles, on which they probably parasitize. 
The recovered phylotypes from this study, were found to be associated with 
species which originate from various environments, from oligotrophic lakes to waste 
waters. Several of these species are parasites of algae, invertebrates and vertebrates 
(Cryothecomonas longipes, Lagenidium caudatum). Species belonging to the taxonomic 
group of Alveolata (Pseudopfiesteria shumwayae, Pfiesteria piscicida), are capable of 
producing icthyotoxins and have been linked with mass fish deaths and human diseases. 
Phylotypes belonging to Fungi, grouped near the clade of Chythridiomycota, which are 
known parasites of microalgae and cyanobacteria. In addition, phylotypes have been 
found belonging to the taxonomic group of Mesomycetazoa (Icthyophonida 
fragrantissima, Anurofeca richardsi). All the species of this group are parasites of fish, 
crustaceans and amphibians. The high salinity of the lake makes it a favorable 
environment for marine species like Chaetoceros gracilis. In conclusion, this newly 
formed, unstable and unique ecosystem, during the first year of its refilling appears to 
be highly eutrophic and hosting several parasitic/toxic species. 
 
 








Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
















Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 08:49:23 EET - 137.108.70.7
63 
 
ΦΥΛΟΤΥΠΟΙ ΣΥΧΝΟΤΗΤΑ ΤΑΞΙΝΟΜΙΚΗ ΟΜΑΔΑ 
KRL03E01 1/72 FUNGI 
KRL03E02 2/72 MESOMYCETAZOA 
KRL03E03 2/72 ALVEOLATA 
KRL03E06 2/72 FUNGI 
KRL03E07 16/72 CHLOROPHYTA 
KRL03E08 7/72 STRAMENOPILES 
KRL03E11 2/72 CERCOZOA 
KRL03E12 1/72 MESOMYCETAZOA 
KRL03E17 14/72 FUNGI 
KRL03E19 2/72 CHLOROPHYTA 
KRL03E21 1/72 FUNGI 
KRL03E32 6/72 FUNGI 
KRL03E38 2/72 ALVEOLATA 
KRL03E39 2/72 CERCOZOA 
KRL03E40 1/72 CHLOROPHYTA 
KRL03E42 2/72 CHLOROPHYTA 
KRL03E49 2/72 CHLOROPHYTA 
KRL03E57 1/72 ALVEOLATA 
KRL03E60 1/72 STRAMENOPILES 
KRL03E64 1/72 COPEPODA 
KRL03E75 1/72 STRAMENOPILES 
KRL03E76 1/72 CHLOROPHYTA 
KRL03E80 1/72 FUNGI 
KRL03E85 1/72 STRAMENOPILES 
KRL06E73 1/6 CRYPTOPHYTA 
KRL06E94 1/6 MESOMYCETAZOA 
KRL06E127 2/6 STRAMENOPILES 
KRL06E139 1/6 FUNGI 
KRL06E206 1/6 FUNGI 
KRL09E02 9/54 CRYPTOPHYTA 
KRL09E05 8/54 STRAMENOPILES 
KRL09E06 1/54 ALVEOLATA 
KRL09E10 11/54 ALVEOLATA 
KRL09E14 1/54 STRAMENOPILES 
KRL09E17 1/54 STRAMENOPILES 
KRL09E21 1/54 ALVEOLATA 
KRL09E22 1/54 STRAMENOPILES 
KRL09E23 1/54 FUNGI 
KRL09E36 1/54 CHLOROPHYTA 
KRL09E37 18/54 STRAMENOPILES 
KRL09E46 1/54 CHLOROPHYTA 
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